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OZET

ANETOL’UN DENEYSEL TRAVMATIK BEYIN HASARINDA DOZ
BAGIMLI KORUYUCU ETKIiSININ APOPITOTIK VE INFLAMATUAR
PROTEIN EKSPRESYONLARI ILE OKSIDATIF STRES YONUNDEN
INCELENMESI

AMAC: Travmatik beyin hasar1 (TBH), her yasta goriilebilen morbidite ve
mortalitenin 6nemli sebeplerinden biri olarak gdsterilmektedir. Tiim diinyada her yil
50 milyonu askin insan travmatik beyin hasariyla karsilasmaktadir. TBH'nmin klinik
ozellikleri ve altinda yatan kompleks patofizyoloji, o6zellikle klinik Oncesi
calismalarda, ayrica faz I/II ¢alismalarin degerini daha da arttirmaktadir. Ancak halen
travmatik beyin yaralanmalarinin tedavisine yonelik cerrahi miidahale diginda
terapotik bir yontem halen gelistirilememistir. Yapilmis olan aragtirmalarda Anetol’iin
antioksidan, antikanserojenik , anti-inflamatuar ve antihipernosiseptif etkisinin olmasi
bu bitkisel yagin son donemlerde arastirmalarda 6nemli bir yer edinmesini saglamistir.
Giglii antioksidan potansiyeline yonelik bulgular Anetol’lin kalp iskemi reperfiizyon
hasarinda koruyucu olabilecegine yonelik veriler sunmustur. Ucuz bir bitkisel bilesen
olmasi ve kolay elde edilebilirligi sayesinde mevcut ¢alismamizda Anetol’iin TBH
modelinde koruyucu etkisini doz bagimli sekilde arastirmayr planlamaktayiz.
Yaptigimiz literatiir taramasinda antioksidan bir bilesen olduguna yonelik veriler
bulunan Anetol’lin TBH modeli olusturulan hayvanlarda doz bagimli koruyucu
giiciiniin aragtiritlmasina yonelik bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu sebeple s6z konusu
arastirma TBH arastirma basligina yeni bir bakis agis1 kazandiracak potansiyel
tasimaktadir.

GEREC VE YONTEM: Bu calisma i¢in DUSAM(Dicle Universitesi Saglik
Bilimleri Uygulama Arastirma Merkezi) biriminden 28-30gr agirhigindaki yetiskin
erkek farelerden 35 adet temin edildi. Bu 35 hayvan 5 gruba esit sayida olacak sekilde
ayrildi. Bu gruplar olusturulduktan sonra kontrol grubundaki hayvanlara 72 saat
boyunca herhangi bir uygulamada bulunulmadi. Travma grubundaki hayvanlara
agirlik diistirme yontemi ile travma uygulandi ve daha sonra herhangi bir uygulamaya
tabi tutulmadan sadece analjezi uygulanarak optimal kosullarda takibi yapilarak deney
sonunda sakrifikasyon sonrasi dekapitasyon yapildi. Travma sonrasi doz bagimli
gruplarda ise Oncelikle hayvanlara ksilazin ve ketamin yardimi ile genel anestezi
uygulandi daha sonra serbest agirlik diisiirme yontemi ile orta diizey travmatik beyin
hasari1 olusturuldu ve travma uygulandiktan 3 saat sonra ve takip eden 72 saat boyunda
ayni giin ve saatte bir grup i¢in 40mg/kg anetol diger grup i¢in 80mg/kg anetol ve son
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grup i¢in ise 160mg/kg anetol oral gavaj olarak uygulandi. Tiim deney hayvanlarina
son tedavi dozlar1 uygulandiktan 1 saat sonra kalpten kan alinarak sakrifiye edildi.
Toplanan beyin 6rnekleri %10’luk tamponlanmis formalin soliisyonu igerisinde fikse
edildi ve rutin histolojik takibe tabi tutuldu. Parafine gomiilen dokulardan alinan 5 um
kalinligindaki kesitler Hematoksilen & Eozin (H&E) ile rutin histopatolojik
degerlendirme amaciyla boyandi. Ayrica beyin dokularindan alinan seri kesit
orneklerine TNF-alfa, Bax, Kaspaz-3 immunohistokimya uygulanarak apapitotik
proteinlerin ekspresyon diizeyleri incelendi. Son olarak MDA diizeleri bakilmasi igin
deneysel ¢alismada biyopsi 6rnegi alindi.

BULGULAR: Kontrol grubunda beyin dokusunun normal morfolojide oldugu
menings ile ortiilii oldugu ve bol miktarda néron ve glial hiicre barindirdigini fakat
travma grubunda yogun hemoraji, vaskiiler konjesyon goriildii. Noron hiicre
govdelerinde piknotik c¢ekirdek goriintiisii, karyolizis ve yer yer perinoral kavitede
artis ve 6dem alanlar1 izlendi. Travma sonrasi 80mg/kg ve iizeri anetol uygulanimi
sonrasi piknozisin oldugunu fakat piramidal néronlarin piramit tiggen goriintiistiniin
giiclii sekilde korundugunu gostermistir. Bununla birlikte oksidatif stres, inflamasyon,
apopitotik indiiksiyon gibi etmenlerden diisiik diizeyde etkilendigi ve saglikli néron
goriintiisii olustugu goriildii. Travma sonrasi artan TNF-alfa, Bax ve Caspase-3
diizeyleri i¢in yapilan ¢alismalardan elde edilen immunhistokimyasal sonuglarda bu
molekiillerin diizeylerinde yiiksek dozlarda ciddi miktarlarda azalma saptanmuistir.
MDA analizi sonuglarina bakildiginda ise travma sonrasi artan MDA diizeylerinde
anetol uygulanan gruplarda ciddi azalma tespit edilmistir.

SONUC: Yaptigimiz bu ¢alismada anetol travma sonrasi uygulanmasinda glial hiicre
miktarini arttirdigini bununla birlikte beyin dokusunun piramidal néronlarinda piramit
ticgen goriintiisiiniin oldukga giiclii sekilde korundugunu ve travmaya eslik eden
oksidatif stres, inflamasyon, ve apopitotik indiiksiyon gibi etmenlerden diisiik diizeyde
etkilendigini ortaya koymustur. Bunlara ek olarak Bax immunopozitivitesinde anlamli
bir azalma, Caspase-3 immunointensitesinde anlamli bir azalma ve TNF-alfa
diizeylerinde ciddi diizeylerde azalmalar oldugunu tespit edilmistir. MDA analizi
sonuglarina bakildiginda ise travma sonrasi artan MDA diizeylerinde anetol uygulanan
gruplarda ciddi azalma tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler; Travmatik beyin hasari, anetol, apopitozis
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SUMMARY

DOSE-DEPENDENT PROTECTIVE EFFECT OF ANETOL IN
EXPERIMENTAL TRAUMATIC BRAIN INJURY IS MEDIATED BY
APOPYTOTIC AND INFLAMMATORY PROTEINS EXAMINATION OF
THEIR EXPRESSION IN TERMS OF OXIDATIVE STRESS

OBJECTIVES: Traumatic brain injury (TBI) is one of the leading causes of morbidity
and mortality in all ages. More than 50 million people worldwide suffer from traumatic
brain injury each year. The clinical features of TBI and the underlying complex
pathophysiology increase the value of preclinical studies and phase I/1l studies.
However, a therapeutic method other than surgical intervention for the treatment of
traumatic brain injuries has not yet been developed. The fact that Anetol has
antioxidant, anticarcinogenic, anti-inflammatory and antihypernociceptive effects has
made this vegetable oil gain an important place in recent studies. Findings on its strong
antioxidant potential have provided data suggesting that Anetol may be protective in
cardiac ischemia reperfusion injury. In our current study, we plan to investigate the
protective effect of Anetol in the TBI model in a dose-dependent manner, thanks to its
cheap herbal component and easy availability. In our literature review, there is no
study to investigate the dose-dependent protective power of Anetol, which is an
antioxidant component, in animals with TBI model. For this reason, this research has
the potential to bring a new perspective to the TBI research topic.

MATERIALS AND METHODS: For this study, 35 adult male mice weighing 28-
30 g were obtained from DUSAM (Dicle University Health Sciences Application
Research Center). These 35 animals were divided into 5 groups in equal numbers.
After these groups were formed, the animals in the control group were not given any
treatment for 72 hours. The animals in the trauma group were traumatized by weight
reduction method and then only analgesia was applied without any application and
followed up under optimal conditions and decapitation was performed after
sacrification at the end of the experiment.In the post-traumatic dose-dependent groups,
the animals were firstly anesthetized with the help of xylazine and ketamine, then
moderate traumatic brain injury was induced by free weight reduction method and 3
hours after the trauma was applied and for the following 72 hours on the same day and
hour, 40mg/kg anethole for one group, 80mg/kg anethole for the other group and
160mg/kg anethole for the last group were administered by oral gavage.All
experimental animals were sacrificed 1 hour after the last treatment doses. The
collected brain samples were fixed in 10% buffered formalin solution and subjected to
routine histologic follow-up. Paraffin embedded 5 um thick sections were stained with
Hematoxylin & Eosin (H&E) for routine histopathologic evaluation. In addition, the
expression levels of apapitotic proteins were examined by immunohistochemistry of



TNF-alfa, Bax, Caspase-3 in serial sections taken from brain tissues. Finally, biopsy
samples were taken for MDA levels in the experimental study.

FINDINGS: In the control group, the brain tissue had normal morphology, was
covered with meninges and contained abundant neurons and glial cells, but in the
trauma group, intense hemorrhage and vascular congestion were observed. Pyknotic
nuclei, karyolysis, increased perineural cavity and edema areas were observed in
neuron cell bodies. Post-traumatic administration of 80mg/kg or more of anethole after
trauma showed that pyknosis occurred but the pyramidal triangle image of pyramidal
neurons was strongly preserved. However, oxidative stress, inflammation, apopitotic
induction were affected at a low level and a healthy neuron image was observed.
Immunohistochemical results obtained from studies on TNF-alpha, Bax and Caspase-
3 levels after trauma showed a significant decrease in the levels of these molecules at
high doses. When the results of MDA analysis were analyzed, a significant decrease
was found in the anetol-treated groups in the MDA levels that increased after trauma.

CONCLUSIONS: In this study, we found that anethole increased the amount of glial
cells in the post-traumatic administration of anethole, however, the pyramidal triangle
image was strongly preserved in the pyramidal neurons of the brain tissue, and it was
affected at a low level by factors such as oxidative stress, inflammation, and apopitotic
induction accompanying trauma. In addition, there was a significant decrease in Bax
immunopositivity, a significant decrease in Caspase-3 immunointensity and
significant decreases in TNF-alpha levels. When the results of MDA analysis were
analyzed, a significant decrease was found in the anetol-treated groups in the MDA
levels that increased after trauma.

Keywords; Traumatic brain injury, anetol, apoptosis



1.GIRIS VE AMAC

Travmatik beyin hasar1 (TBH), her yasta goriilebilen morbidite ve
mortalitenin 6nemli sebeplerinden biri olarak gosterilmektedir(1,2). Tiim diinyada her
y1l 50 milyonu agkin insan travmatik beyin hasariyla karsilasmaktadir(3). 2005-2019
yillar1 arasinda diinya genelinde 3 milyondan fazla insan travmatik beyin
yaralanmasiyla norolojik, psikososyal ve kalici sakatliga kadar degisen posttravmatik
komplikasyonlar ile karsilagmaktadir(4,5). TBH'nin klinik 6zellikleri ve altinda yatan
kompleks patofizyoloji, oOzellikle klinik Oncesi calismalarda, ayrica faz I/II
calismalarin degerini daha da arttirmaktadir. Bu calismalarin basarist TBH'nin
siddetiyle baglantili olarak iimit verici terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine yol
acmistir. Ancak su durumda travmatik beyin yaralanmalarinin tedavisine yonelik
cerrahi miidahale disinda terapétik bir yontem halen gelistirilememistir(6). Kafaya
darbelere bagli beyin hasar1 kabaca iki ana baglikta ele alinabilir. TBH’ya bagh
hasarlar; mekanik hasara bagli olarak meydana gelen primer hasar ve bu hasari takiben
ortaya ¢ikan sekonder hasar olarak siniflandirilabilir. Primer travmatik beyin hasari
farkli mekanik etmenlerin ayn1 anda beyne etki etmesiyle ortaya ¢ikabilir. Bunun
sonucunda bolgesel ve yaygin beyin hasart meydana gelebilir. Primer travmatik beyin
yaralanmasi, kafaya alinan darbe sonucu noronal hasar meydana getirmesi ve bir dizi
noroinflamatuar olaylar sonucu olusur. Noronal membranlarin manipiilasyonu iyon
gecislerini kordine eder. Noroinflamasyon, artan mikroglial aktivite ve onemli bir
antioksidan bilesik olan mitokondriyal glutatyonun (GSH) tilkenmesi ile aktive hale
gelir. Glutatyonun azalmasiyla ve buna eslik eden hiicre i¢i kalsiyum iyon artisi,
kaspaz aktivasyonuna ve nihai apoptoza yol agan mitokondriyal disfonksiyona neden
olur(7,8). Travmatik beyin hasarin1 takiben sekonder hasarin, serbest radikal
yaralanmasi, iltihaplanma ve glutamaterjik eksitotoksisite dahil olmak iizere ¢oklu
fizyolojik siirecler sonucunda ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir(9,10). Ortaya koyulan
calismalarda orta ve siddetli beyin hasar1 olusan hastalarda her iki tip yaralanmanin
birlikteligi insidansinin oldukg¢a yiiksek oldugunu gostermistir buna ek olarak diffiiz
aksonal hasar(DAH), travmatik beyin yaralanmasi olan vakalarin yaklasik %70’inde

gosterilmistir(11). Travmatik beyin yaralanmasini takiben ilk 24 saatlik akut siire¢



igerisinde kan beyin bariyeri'nin disfonksiyone olmasina bagli olarak nétrofil, monosit
ve lenfositler hasar alan beyin dokusuna infiltre olur buna ek olarak akut donemde pro-
inflamatuvar IL-1p, IL-6 ve TNF-alfa diizeylerinin de énemli sekilde arttig1 ortaya
konulmustur. Fas siiperfamilyasinin iiyelerinden olan TNF-alfa diizeyindeki artis Fas
ligand ile etkilesime gecilmesine ve travmatik beyin yaralanmasinin oldugu beyin
dokusunda kaspazlarin aktivasyonu sonucu apoptozis’in indiiklenmesine sebep
olur(12,13). Sekonder olarak meydana gelen travmatik beyin yaralanmasinin i¢ ve dis
apoptotik sinyal yolaklarinda 6nemli fonksiyonlar1 bulunan kaspaz 8 ve kaspaz 9’un
aktivasyonu ile kaspaz 3’iin yariklandig1 ve aktive olarak apopitozisin meydana

geldigi belirtilmistir(14,15).

Bugiine kadar olan kaynaklarda antioksidanlarin TBH’ya kars1 protektif
giiclinli arastiran ¢ok sayida makale bulunmaktadir. Yapilmis olan arastirmalarin bir
kisminda antioksidan terapilerin travmatik beyin hasarinin neden oldugu merkezi sinir
sistemi komplikasyonlarinin hafifletici giiciine vurgu yapmis olmasma karsin,
giniimiizde TBH’nin tedavisini destekleyici rutin klinik bir uygulama
bulunmamaktadir(16). Anetol rezene(17) ve anason(18) gibi bitkilerde yiliksek oranda
bulunan bir ugucu yag olup farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine yonelik
bilimsel arastirma sonuglar1 bulunmaktadir. Yapilmis olan arastirmalarda Anetol’iin
antioksidan, antikanserojenik , anti-inflamatuar ve antihipernosiseptif etkisinin olmasi
bu bitkisel yagin son donemlerde arastirmalarda 6nemli bir yer edinmesini
saglamistir(19). Giiglii antioksidan potansiyeline yonelik bulgular Anetol’iin kalp
iskemi reperfiizyon hasarinda koruyucu olabilecegine yonelik veriler sunmustur(20).
Anetol’{lin ayrica izole aorta kontraktilitesi lizerinde bimodal bir etkiye sahip oldugu
ve TBARS diizeylerini diizenleyici bir antioksidan etkiye sahip oldugunu
gostermistir(21,22). Ucuz bir bitkisel bilesen olmasi ve kolay elde edilebilirligi
sayesinde mevcut caligmamizda Anetol’iin TBH modelinde koruyucu etkisini doz
bagimli sekilde arastirmayr planlamaktayiz. Yaptigimiz literatiir taramasinda
antioksidan bir bilesen olduguna yonelik veriler bulunan Anetol’iin TBH modeli
olusturulan hayvanlarda doz bagimli koruyucu giiciiniin arastirilmasina yonelik bir
calisma bulunmamaktadir. Bu sebeple s6z konusu arastirma TBH arastirma basligina

yeni bir bakis acis1 kazandiracak potansiyel tagimaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1- Travmatik Beyin Yaralanmalari

2.1.1- Travmatik Beyin Yaralanmalarinda Tanimlama ve Tarihge
Giincel tanimlamalara gore travmatik beyin yaralanmalari(TBY); beyin
dokusunun yap1 ve iglevlerinde kafaya digsaridan gelen herhangi bir darbe sonucu

ortaya ¢ikan gegici veya kalici fonsiyon kaybi olarak tanimlanir(23).

Kafa travmasina ait yapilan en eski calisma M.O 2800’lii donemlere
dayanmakta olup ilk bulgular misirl1 bir hekim olan Imhotep tarafindan tanimlanmustir
ve travmatik beyin yaralanmalar1 olan hastalar1 tedavi olur, tedavi olabilir ve tedavi
olamaz diye siniflamistir(24). Tarihte Inka Imparatorlugu donemine ait oldugu
diistiniilen kafaya delik agilarak tedavi edilen travmatik beyin kanamalarinin olduguna
dair kanitlar yer almaktadir(25). 19.yy zamanlarinda kafa travmasinin patofizyolojisi

Lcew ve Tonnis tarafindan kaleme alinmistir(25).

Amerika’da daha onceden siipheli olgularda kafaya delik agilmasi yontemi
1970 sonras1 bulunun beyin tomografisi yontemiyle yerini goriintiilleme yontemlerine
birakmistir(26). 1972 yilinda daha gelismis bir cihaz olan manyetik rezonans
bulunmasi ile travmatik beyin hasarlarinin boyutlar1 daha detayli olarak tanimlanmaya
baglanmistir(26).1974 yillarinda Jenet ve Teasdale’nin birlikte tanimladigr Glaskow
Koma Skalasi(GKS) ge¢misten gilinimiize travmatik beyin hasarli hastalarda
travmanin boyutu ve hastanin klinik ilerleyisi ile ilgili 6nemli bilgiler vermeye devam

etmektedir(26).

2.1.2- Travmatik Beyin Yaralanmalarinda Epidemiyoloji

Travmatik beyin yaralanmalar1 ve bu yaralanma nedeniyle ortaya cikan
hasarlanmalar toplumun her yastan kesimini ilgilendiren ve tiim diinyada sik goriilen
onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir(27). Diinyada her yil travmatik beyin

yaralanmasi yaklasik olarak 50 milyonun iizerinde meydana gelmektedir(28).

Diinya saglik orgiitii(DSO) tarafindan yapilan ¢aligmalar 15181nda travmalara

bagli tim diinya genelinde 100 binde ortalama 83,7 olarak gosterilmekte iken



iilkemizde bu oran 100 binde 120 civarinda gosterilmektedir. Bu meydana gelen
Oliimlerin yaklasik olarak %30°u kafa travmalarina ait olup yapilan son ¢aligmalarda

bu oranin %50’lere ¢iktig1 ortaya koyulmustur(27).

Kafa travmalar1 toplumlarin yasi, 1rki, cinsiyeti, sosyokiiltiirel ve
sosyoekonomik faktorlerden etkilenmektedir. Kafa travmast daha c¢ok geng
popiilasyonda 6zellikle de 15-25 yas arasi bireylerde goriinmektedir. Trafik kazalari
tilkemizde bu popiilasyonu en ¢ok etkileyen travma nedeni olarak goze ¢arpmaktadir.
Ikinci siklikla diismeler gelmekte bunlari takiben en sik travma sekli ise atesli silah
yaralanmalasi olarak devam etmektedir(29,30,31). 15-25 arasi yiiksek olan bu
travmalar 25-60 yas arasinda bir nebze olsun azalma gosterse de 60 yas iizerinde bu
travmalar tekrar yiikselis gostermektedir(31).Kafa travmalari agisindan bebeklik ve
cocukluk yillar1 daha yiiksek risk teskil etmesine ragmen 75 yas ve lizerinde bu

travmalar daha yliksek morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir(31).

Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan c¢alismalarda travma gen¢ niifus
6liimlerinde ilk sirada yer almaktadir. Kafa travmasi ise bu dliimlerin yiizde ellisinden
fazlasindan sorumludur. Fakat sadece gen¢ niifus degil de tiim popiilasyon ele
alindiginda kalp damar hastaliklar1 ve tiimérlerden sonra iigiincii en sik neden olarak

dikkat ¢ekmektedir(32).

2.1.3- Travmatik Beyin Yaralanmalarinda Simflandirma

Travmatik beyin yaralanmalarina sebep olan olaylardan bagimsiz bir sekilde;
olgularin biling diizeyi ve hasarin anatomik lokasyonuna gore siniflandirma yapilir.
Travmatik beyin yaralanmalarindan sonra GKS(tablo-1) kullanilarak hastalarin klinik

durumu ve biling diizeyi degerlendirilir(33).

Tablo 1: Glaskow Koma Skalasi
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GKS<S8 olan olgular; agir travmatik beyin hasarlanmasi olarak isimlendirilir. Hasta

koma halindedir. Oliim ve sakatlik oran1 en yiiksek gruptur ve mutlak yogun bakim

tinitelerinde takip ve tedavi gerektirmektedir.

GKS 9-13 olan olgular; orta diizey travmatik beyin hasarlanmasi olarak

isimlendirilir. Bu grupta bolgesel travmatik hasarlanma goriilebilir. 5 dakikadan daha

uzun siiren bir farkindalik kayb1 mevcuttur. Bu grup icinde yogun bakim iinitelerinde

yatis gerekebilmektedir.

GKS 14-15 olan olgularin bulundugu hafif beyin hasarlanmasi olarak adlandirilan

bu grupta ise farkindalik kayb1 5 dakikadan daha kisa siirmekte olup geg¢ici farkindalik

kaybi olarak nitelendirilir. Cogu zaman norolojik hasar goriilmeyebilir. Travmalarin

%75’inden fazlasindan goriiliir.

Travmatik beyin hasarlamalarinin morfolojik olarak siniflandirilmasi

A- Cilt Yaralanmalari

B- Kafatasi Kiriklari

1- Lineer frakturler

2- Cokme fraktiirleri
3- Kafa kaide kiriklari

C- Bolgesel Beyin Yaralanmalar1

1- Kontiizyon/Intraserebral Kanama

2- Epidural Kanamalar

3- Subdural Kanamalar



D- Yaygin Beyin Yaralanmalari
1- Konkiizyon
2- Diffuz Aksonal Hasarlanmalar

E- Herniasyon ve Beyin Odemi
Travmatik Beyin Hasarlarinin Travma olus mekanizmasina gore Siniflandirilmasi

A- Kint Travmalar

B- Penetran-balistik Travmalar
Travmatik Beyin Hasarlarinin Travma siddetine gore Siniflandirilmasi

A- Hafif Siddetli: GKS; 14-15 olarak ifade edilen kisim
B- Orta Siddetli: GKS; 9-13 olarak ifade edilen kisim
C- Agir Siddetli: GKS; 3-8 olarak ifade edilen kisim

Travmatik beyin hasarlanmalarinin zamanlamalar1 goz oniine alinarak primer beyin

hasarlanmas1 ve sekonder beyin hasarlanmasi olarak iki kisimda incelenir (34).

2.1.3.1. Primer Beyin Hasarlanmalar:

Travmanin oldugu ilk anda baslayan ; travmanin direkt etkisiyle veya dolayl
yollarla beynin noral dokularmni hasarlamasidir. Beynin noral yapilarinda
olusan bu hasarlanma ya noral dokular1 penetre eden yabanci cisim tarafindan
ya noral dokunun kemik kaideye ¢arpmasi sonucu ya da kafatasi kiriklarinin
direk noral dokuya temasi sonucu meydana gelir. Dolayl yaralanma da ise ileri
derece akselerasyon-deselerasyon ile beynin ak madde baglantilarinda
kopukluklara neden olarak hasar meydana getirir (35).

2.1.3.2. Sekonder Beyin Hasarlanmalari

Bu hasarlanma tipinde ise primer beyin hasarini takip eden siirecte viicudun
primer hasarlanmaya verdigi reaksiyon olarak goze c¢arpmaktadir. Primer
hasari takiben meydana gelen hiicre 6liimleri, mikrodolasim bozulmalari ile bu
noral hasarlanmalar olusur. KiBAS, hipotansiyon, hipoksi, tasikardi gibi
sekonder yaralanmalar primer hasarlanmay1 takiben viicudun meydana

getirdigi fizyolojik degisikliklerin sonucudur (36).



Primer Beyin Hasarlanmalarimin Morfolojik Siniflamasi

A-Cilt Yaralanmalari

Kafatasinda meydana gelen cilt yaralanmalar1 travma lokalizasyonu ile ilgili

bilgi vermektedir. Asir1 derecede kanlanmasi mevcuttur. Bu asir1 kanlanma

Ozellikle yenidogan déneminde ve erken ¢ocukluk doneminde hayati tehdit eden

ciddi kanamalara neden olmaktadir hatta hemorajik sok tablosu bile

goriilebilmektedir.

B-Kafatas1 Kiriklar:

1-

Lineer Fraktiir: Darbenin uygunlandigi kuvvetin kemik kuvvetini gectigi
yerde baslar lineer bir hat boyunca devam eder. Darbe kuvvetinin bittigi
yerde ise sonlanir.

Cokme Fraktiirii: Kafatas1 kemiklerinde meydana gelen travma sonucu
kafatas1 kemiginin noral dokulara ¢gokmesi sonucu meydana gelir. Bu ¢okme
fraktiirleri ikiye ayrilir. Tam kat ¢okme kemikleri ¢ogu zaman cerrahi
yontemlerle ile diizeltilir. Tam kat olmayan ¢dkme ise dura laserasyonu ya
da acgik kirik olmasi durumlarinda enfeksiyonu dnlemek ve noéral dokular
korumak amaciyla cerrahi planlamaya alinir.

Kafa Kaide Fraktiirii: Travma sonucu fraktiir hattindan kafa kaidesine
dogru fraktiir hattinin ilerlemesi sonucu olusur. Bu tiir travmalarda rakun
g6zl bulgusu goz ¢evresinde ekimoz ve kulak arkasinda battle sign goriiliir.
Bu travmalara maruz kalan hastalarda rinore ve otore olusabilecegi ve bunun
hayat1 tehdit eden menenjit olusturabilecegi goéz Oniinde bulundurularak
mutlak olarak menenjit proflaksisi verilmesi gerekmektedir. Bu hastalarda

fasiyal paralizi de goriilebilecegi unutulmamalidir.

C-Bolgesel Beyin Yaralanmalari

1-

Kontiizyon/intraserebral Kanama: Travmatik bolgenin oldugu yerin
altindaki dokuya direkt hasar vermesi sonucu meydana gelir. Kontiizyonda

pia tabakasi ve araknoid membran saglamdir. Intraserebral kanama ise



kontiizyonlarin biiylimesi olarak tarif edilir. Daha ¢ok frontal bolgede ve
temporal bolgede goriiliir daha az siklikla ise serebellar bolgede goriiliir.
Bolgesel yaralanmalar travmanin bulundugu alanda olabilecegi gibi tam
kars1 tarafinda da goriilebilir(37).

Epidural Kanamalar: Travmaya bagl olarak dural arter veya venlerden ve
bazen diploik venlerde olusan hasar sonucu kemik ile duramater arasinda
kan birikmesi ile olusan hasarlanma seklidir. En sik arteria meningea media
sorumlu tutulmaktadir. Arteriyel kanamalar norolojik tabloda ani
bozulmalara neden oldugu i¢in hizli tan1 ve tedavi gerektirmektedir(38).
Subdural Kanamalar: Bu yaralanma tiirii ise travma sonucu dura ile
parankimal doku arasinda bulunan koprii venlerin hasarlanmasiyla dura ve
beyin parankimi arasinda bulunan alana kanamalar ile kendini
gostermektedir. Mortalitesi %60-80’leri bulmaktadir. Akut, kronik, subakut

formlar1 mevcuttur(38,39).

D-Yaygin Beyin Yaralanmalar:

1-

Konkiizyon: Kafaya alinan darbe sonucu beynin tamamini etkileyen ve
diplopi, bag agris1, kusma gibi bulgularla kendini gosteren gegici farkindalik
kaybr olarak tarif edilir.

Diffuz aksonal Hasarlanmalar: Siddetli travma sonucu beynin ak
maddesinde yaygin hasar meydana gelmesi durumudur. Bu tip
hasarlanmalar 6zellikle kafanin saga-sola hareketi sonucu falks ve
tentoriumun agir1 gerilmesi sonucu meydana gelir(40).

Yapilan c¢alismalarda akson hasar olusumunda aksonal ileti
bozulugu, organel birikimi ve ndroflaman birikiminin sorumlu oldugu
gosterilmistir.

Travmanin baslangic zamaninda goriilmeyen fakat ilerleyen
saatlerde ortaya ¢ikan wallerian dejenerasyonu aksonun proksimal ve distal
kisim arasindaki baglantinin kopmasi olarak ifade edilir. Ortaya ¢ikan
degisiklikler ilk olarak ranvier bogumunda goriiliir. Clinkii aksonun en zayif
noktas1 burasidir. Kii¢iik boyutlu aksonlar direkt hasara maruz kalirken

biiyiik boyutlu olanlar organel birikimi sonucu siser ve daha sonra hasara



ugrar. Bu aksonal ayrisma olarak isimlendirilir ve sekonder aksonal hasar
olarak degerlendirilir. Kafa travmalar1 da aksonal hasara onemli bir
ornektir(41).

Diffuz aksonal hasar 3 merhaleye ayrilmistir. Ik asamada hasar
beyin lobunun parasagittal ak maddesi ile smirlidir. Bunu takip eden
asamada ise korpus kallozum da etkilenen kismin ig¢ine girmistir. Son
asamada bu patolojilere ek olarak beyin pedikiilleri de eklenmistir(42).
Diffuz aksonal hasarlanmada travmanin ilk saatlerinde beyin
tomografisinde anlamli herhangi bir bulgu cogu zaman yoktur. Daha
sonradan korpus kallozum, beyin sap1 gibi bolgelerde 6zellikle ak-gri madde

birlesim yerinde kii¢iik kanamalar dikkat cekmektedir(42).

E-Herniasyon ve Beyin Odemi

1- Herniasyon: Beyin dokusunun oldugu yerden baska bir yere yer
degistirmesi olarak ifade edilir. Hayat1 tehdit eden ciddi bir patolojidir bu
yiizdendir ki erken tan1 ve tedavisi olduk¢a dnemlidir. Kafa travmasi siddeti
artan KIBAS ile olduk¢a yakin iliskilidir. Beyin 6deminin nérokimyasal
ozellikleri artan KIBAS’a bagl olarak herniasyon goriiliir(43).

2- Beyin 6demi: Beyinde s1v1 birikimi ve beyin hacminde meydana gelen artis
olarak tamimlanir. Kanserler, metabolik bozuklular, toksinler, travma,
enfeksiyon beyin 6demi etyolojileri arasinda yer almaktadir(44).

Beyin kapali bir sistem olan kafatasi kemigi i¢inde yer almasi
dolayisiyla yapilardan birinin hacminin artmasi ile diger bir yapinin
hacminin azalmasi gerekmektedir. Bir denge i¢inde olmalidir. Olusan bu
denge Monro-Kelie doktrini ile ortaya koyulmustur. Beyin sivi miktarinda
artis ilk olarak araknoid villuslar yardimiyla BOS’un spinal araliklara
gonderilmesi ile baslar. Fakat bu artis kompanse edilmezse herniasyon
kacinilmazdir(45).

6 ¢esit beyin 6demi tipi tariflenmektedir:

a- Vazojenik 6dem: Beyin tiimdrii, abse gibi nedenlere bagli olarak kan-
beyin bariyeri hasarlanmasi sonucu hiicre gecirgenligi artmasiyla hiicre

stv1 dolup sigsmesiyle meydana gelir.



b- Sitotoksik 6dem: Iskemi, toksin gibi hiicre zarim direkt olarak
hasarlayan ve iyon kanallarinin hasarlanmasi sonucu direkt hiicre hasari
ile kendini gostermektedir(46).

c- Hidrostatik 6dem: AVM operasyonu sonrasi gibi AVM c¢iktiktan sonra
artmis vaskiiler basin¢ sonucunda damar disina sivi ¢ikisi ile karakterize
0dem seklidir. Bu ¢ikan sivi vazojenik 6demin aksine proteinden fakir
yapidadir.

d- Hipoozmotik 6dem: Uygunsuz ADH sendromu, serebral tuz kaybi gibi
hiponatremi ile sonuglanan bu gibi durumlarda sivinin damar ig¢inde
tutulamamasi sonucu s1vinin damar disina kagmasi ile ortaya ¢ikan 6dem
tipidir.

e- Interstisyel 6dem : Herhangi bir nedene bagl olarak ortaya ¢ikan
hidrosefali sonucu BOS akiminin bozulmasi sonucu transependimal
BOS gegisine bagli goriilen 6dem tipidir.

f- Beyin sismesi : Artan kan hacmi ile karakterize olan beyin 6demi

tiiriidiir(46).

2.1.4- Travmatik Beyin Hasar1 Belirtecleri
MBP, CTP, GFAB, S100B en sik goriilen ve kullanilan travmatik

beyin hasar1 belirtecleri olarak karsimiza ¢cikmaktadir.

MBP; myelin kilif olarak adlandirilan ve aksonlari ¢evreleyen yapinin
esas olusum proteinidir. Merkezi sinir sisteminin gelisim basamaklarinda goérev
yaptigt ve myelin dejenerasyonu ile giden hastaliklarin olusumunda rol aldigi
gosterilmistir(47). Multiple sklerozun ortaya ¢ikmasinda bu proteine karsi olusmus
olan otoantikor cevabi gosterilmistir(48). Beyin omurilik sivisinda artan bu protein

diizeyi spinal demiyelinizasyonda 6nemli bir belirte¢ haline gelmistir(49).

CTP; mikrotiibiil etkilesimi olan ve tau néron aksonlarinin yapisinda
yer alan dnemli bir proteindir. Bu protein aksonlarinin yapi iskeletinden sorumludur.
Aksonlarin mikrotiibiiliislere baglanir. Diffiiz hasar meydana gelen hastalarda beyin
omurilik sivisinda CTP oranlarinin yiikseldigi tespit edilmistir(50). Shaw ve
arkadaslar1; travmatik beyin yaralanmasi ile basvuran hastalarin CTP diizeylerinin

Olciimii yapilmis. Yapilan bu 6l¢iimde CTP diizeyleri yiiksek Olgiilen hastalarin
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tomografi bulgulariin pozitif oldugu ve bu hastalarin hastane yatis siireleri ile bu siire

zarfinda 6liim oranlarimin yiiksekligi ile birliktelik gosterdigi saptanmistir(51).

GFAP; ozellikle astrosit ara flaman eleman1 olarak gérev yapmakta
olan bir proteindir. Demiyelinizan hastaliklarda ve travmatik beyin yaralanmali

hastalarda yiiksek diizeyde tespit edilmistir(52).

S100B; S100 proteini ¢ok genis bir etki alanma sahip olan diisiik
molekiil agirlikli bir protein grubunu olusturmaktadir. Spesifik alt gruplart mevcuttur.
S100B beyin dokusunda daha hakim olan subtipidir. Cok diisiik
diizeylerde(nanomolar) noron gelisimini uyardiklar1 tespit edilmistir. Noronlarin
sagkalimini arttirmakta 6nemli bir yer tutan 6nemli bir protein grubudur. Oksidatif
strese karst noroprotektif etkileri olduklar1 da bilinen Ozelliklerindendir.
Diizeylerindeki degisiklikler(mikromolar diizeye c¢ikmalar1) belli bir diizeyi
astiklarinda inflamasyonu tetikler ve apopitotik yolagi harekete gecirerek noronal
hasara neden olurlar(53). P53 apopitozisi uyaran bir yapidir. S100B; P53 genini
baskilayarak P53’iin apopitozisi uyarmasina engel olur ve bu yolla apopitozis
olusumunu engellemis olur. Kardiyak cerrahilerde yiikselmesi, malign melanoma,
sizofreni, Alzheimer durumlarinda kanda yiiksek tespit edilmistir olup genis bir
kullanim alani mevcuttur. Aglikta, asidoz, anemi gibi noronal hasarin olmadigi
durumlarda da yiikselmesi bu proteini spesifik ndronal hasar1 gostermekte tartigmali

hale getirmektedir(54).

Yukarda anlatilan tiim bu belirtegler i¢inde S100B proteini her ne kadar
noronal hasar1 gostermekte tartigsmali olsa da hem serum diizeyi hem de BOS diizeyi
yiikselen ve bu yliksekligin GKS diisiikliigii ile korelasyon gostermesi bu proteini
diger belirteclerden 6ne ¢ikaran 6zelligidir(55).

2.1.5- Travmatik Beyin Hasarinda Patofizyolojik Siirecler

Travmatik beyin yaralanmasi ile primer ve sekonder hasarlanma
olusmaktadir. Primer yaralanmada hiicresel diizeyde direkt etkilenme sonucu
noroglial hasar olugsmus iken; sekonder yaralanmada ise travmadan hemen sonra
baslayan hiicre 6liimiine kadar ge¢en yolda hiicrenin maruz kaldiklarinin gectigi siireci

kapsamaktadir. Travma sonrasi oksidatif stres, mitokondrial bozulmalar ve eslik eden
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iskemik siire¢, noroinflamasyon, norotransmitter salinimi gibi bir takim sekonder
olusum hasar1 olarak kendini gosterir(56,57). Olusan patofizyolojik siiregler asagida

stralanmustir.

2.1.5.1. Oksidatif Hiicre Hasar1 Mekanizmalari

Travmatik beyin yaralanmalar1 sonrasi meydana gelen hasar mekanizmalari
icinde oksidatif stres Onemli bir yer tutmaktadir. Noronlar oksidatif strese
viicudumuzdaki diger hiicrelere gore daha hassastir. Ciinkii hiicre zarlariin lipid
yoniinden daha zengin olmasi, membran yogunlugunun daha fazla olmasi, anti-
oksidan yogunlugunun nispeten daha az olmasi bu néronal hiicreleri oksidatif hasara

kars1 daha duyarli hale getirmektedir(58).

Beyinde oksidatif yolak mekanizmasi oldukca fazladir. Bu oksidatif stres
yolaklar1 reaktif oksijen radikalleri iiretimi yoniinden oldukca zengindir. Reaktif
oksijen radikallerinin oldukc¢a genis {iretim yolaklar1 mevcuttur. Bu yolaklar icerisinde
en Onemli yeri arasidonik asit yolagi olusturmaktadir. Bu olusum mekanizmasinda;
asir1 glutamat salinimi sonucu kalsiyum hiicre i¢inde artar ve lipaz enzimleri aktif hale
gelir. Lipaz enzimleri hiicre membran ana bileseni olan arasidonik asiti parcalar. Bu
parcalanma sonucu ortaya 16kotrien, prostoglandinler, tromboksanlar gibi bilesikler

cikar. Bu ¢ikan bilesiklerden de reaktif oksijen radikalleri {iretilir(59).

Hiicre zar1 arasidonik asitten oldukca zengin ve oksidasyona oldukga
duyarhdir. Oksijenli ortamda reaktif oksijen radikalleri hiicre zarmnin yapisindaki
doymamis yag asitlerinin ihtiva ettigi c¢ift baglar1 hasarlayarak; hiicre zarmin
biitlinliigiiniin kaybolmasina ve se¢ici-gegirgen 6zelliginin ortadan kalkmasina neden
olmaktadir. Bunun sonucunda hiicre membran potansiyeli etkisini yitirir. Bu yitirme
ile hiicre icine asir1 iyon girisi ve bununla beraber hiicre i¢ine su girisi ile hiicre siser
ve gerilir. Bununla beraber kalsiyum iyonu lipazlar1 aktifleyerek hiicre i¢cinde hiicre
membrani basta olmak iizere tiim organellerde hasar meydana getirerek hiicrenin

Oliimiinii tetiklemektedir(60).
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2.1.5.2.Eksitoksisite hiicre hasar1 mekanizmalari

Travmatik beyin hasarlanmasi sonucu primer hasarlanmayla néronlarda asir1
diizeyde depolarizasyon ve glutamat basta olmak {izere asir1 aminoasit salinimi
goriiliir(61,62). Hiicre disina asirt glutamat salinimi sonucu néron hiicre zarlarinda
asirt uyarilma sonucu reseptorlerden fazla miktarda Ca, Na, K, salinir. Asir1 Ca
salinimi ister fizyolojik olsun ister patolojik olsun direkt olarak apopitozisin
baglamasima neden olur. Na, K gibi iyonlarin salinimi ise hiicre icinde iyon
gradiyentini bozar. Bu gradiyent bozulmasini dengelemek i¢in Na/K ATPaz
aktivitesine ihtiya¢ duyulmasi ile hiicrenin zaten artmis olan metabolik ihtiyac1 daha

da artar ve kisir bir dongii i¢ine girer(63).

Meydana gelen bu iyon degisiklikleri sonu¢ olarak hiicrenin metabolik
gereksinimlerinin  artmasina, membran hasarlarina ve kan beyin bariyeri

hasarlanmasina kadar giden yikim siireglerinin tetiklenmesi ile néronal hasara neden

olmaktadir (64).

2.1.5.3.Noroinflamatuar Hasar Mekanizmasi

Travma olusumu sonrast hem primer hem de sekonder hasarlanmada ¢esitli
proinflamatuar mediyatdrlerin salinimi meydana gelir. Bu mediyatorler daha sonra
adeziv proteinleri ve ¢esitli kemokinleri aktive eder. Bunlar néroglial hiicre ve immiin
sistem hiicrelerinin senkronize ¢alismalarini saglar(65). Gerceklesen inflamatuar
stirece yanit olarak hem hasarli dokuda hem de ¢evre dokuda etkilenmeler meydana
gelir. Bunu takip eden siiregte ise astrositler notrofinler ve mikroflamanlar salgilayarak
0 bolgede skar dokusu meydana getirir(66). Travmanin ilk asamasinda 6nce mikroglia
hiicreleri stimiile olur; nétrofil hiicreleri o bolgeye dogru hareket eder. 1L-1b, IL-6,
TNF-alfa gibi proinflamatuar sitokin artisi meydana gelir(67). Hasarlanmanin ilk
zamanlar1 her ne kadar nétrofil hakimiyetinde olsada 72 saatten sonra bu hakimiyet

yerini makrofajlara birakmaktadir(68).

Mevcut noroinflamatuar hasarlanmalar; sonug¢ olarak c¢esitli proteaz
enzimleri aktive hale gelerek bunu takip eden siirecte doku hasari, ddem ve noronal

o0limiin hizlanmasi ile neden olur.
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2.1.5.4.Hiicre Oliim Mekanizmasi

Travmaya ugramis hiicre Oliimlerinde iki tip mekanizma mevcuttur.
Bunlarin ilki apopitozis olarak tanimlanir. Apopitozis; 6liimii dokunun devamlilig
icin ¢gok 6nemli olan enerji gerektiren programli bir hiicre 6limidiir. Nekroz ise; enerji
gereksinimine  ihtiyag duymayan geri donlisimsliz  bir  hiicre  OSliimi

mekanizmasidir(69).

Apopitozis ve nekrozda olusum mekanizmalar: farklilik gosterdigi gibi
olusuma neden olan etmenlerde farklilik gostermektedir. Apopitozis etyolojisinde;
hiicre yaglanmasi, radyasyon, steroid, sitotoksik T lenfositler, HIV, kanser ilaglar
gosterilirken nekroz etyolojisinde; hipoksi, hipertermi, iskemi, siddetli oksidatif stres
gosterilmektedir(70).

Apopitozis ve nekroz olusum mekanizmalart morfolojik olarak da
farkliliklar igermektedir. Apopitozis; hiicre membran biitiinliigii bozulmamus,
membrandan tomurcuk seklinde ortaya ¢iktigi gézlemlenir. Apopitozis de kromatinler
niikleer membran etrafina toplanir ve yogunlasir. Hiicre gittikce kiigiiliir. Organellerin
biitiinliikleri zarlar1 korundugu i¢in korunur. Membrani saglam olan hiicre daha sonra
apopitotik cisimciklere doniiserek siire¢ tamamlanir. Nekroz da ise; hiicre membran
biitlinliigii bozulur, hiicre siser ve organellerin biitiinliigli bozulur. Kromatinler

topaklasir ve hiicre biiyiik vakuoller haline gelerek hiicre 6liimii gerceklesir.

Apopitozis ve nekroz biyokimyasal olarak incelendiginde; apopitozis de
enerji gereksinimine ihtiya¢ duyulurken nekroz da gereksinim duyulmaz. Apopitozis
inflamasyon olusturmazken nekroz inflamasyon olusturur. Apopitozis de DNA
kiritlimlar1 programli iken nekrozda rastgeledir. Apopitozis tek tek ya da birkag hiicre

ile gerceklesirken nekroz grup halinde gergeklesir (71).

Apopitozis; hiicrelerin enerji ihtiyact duyarak programli bir sekilde dlmesi
olarak tanimlanir. Fizyolojik bir siire¢ olan bu apopitozis mekanizmasinda meydana
gelen herhangi bir hasar belirli bir takim hastaliklar1 beraberinde getirir(72).
Apopitozis 5 farkli yolla gergeklestigi bilinse de i¢ sinyaller ile meydana gelen
mitokondriyal yolak ve dis sinyaller ile meydana gelen 6liim reseptor yolagi en sik

bilinen yolaklardir(73).
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Mitokondriyal yolak; DNA hasari, mtDNA hasari, oksidatif stres gibi
durumlarda devreye giren yolaktir(74). Mitokondriyal yolakta gérev alan en 6nemli
proteinler Bcl-2 ailesidir. Bcl-2 hem anti-apopitotik hem de proapopitotik 6zelliklere
sahiptir. Bcl-2 ailesi hiicrenin apopitozise girip girmeyecegini belirleyen bu yolagin
modiilator proteinleridir(75). Bcl-2 ailesinin hem apopitozisi inhibe eden hem de
stimiile eden proteinleri bulunmaktadir. Stimiile edenlere; BAD, BAX, BAK, Bcl-Xs
ornek olarak verilebilirken inhibe edenlere; Bcl-Xi1, CED-9, E1B-19K, Bcl-2 6rnek
olarak verilebilmektedir. Hiicrenin yasaylp yasamayacagma bu ailenin igindeki

proteinlerin meydana getirdigi denge karar vermektedir(76).

BAD ve BAX proteinleri proapopitotik proteinler olup mitokondri dis
zarinda gozenekler olusturabilen Bcl-2 ailesinin iiyeleridir. Mitokondri dis zarinda
bulunan BAD ve BAX proteinleri eksprese olur ve Apaf-1 proteinine baglanir.
Intrensek hasar olustugu zaman Apaf-1 serbest hale gelir ve mitokondri membran
permeabilitesi artar. Permeabilite artisi ile sit-c proteini sitozole salinir. Sitozole gegen
sit-c proteini Apaf-1 ve Kaspaz-9 molekiilleri ile kompleks olusturur. Apoptozom

olarak adlandirilan bu kompleks ile kaspaz sistemi aktive olur(77,78).

Oliim reseptér yolagi; bu yolak ayn1 zamanda ekstrensek yolak olarak da
adlandirilir. Aktive T hiicreleri, makrofajlar, NK(naturel killer) hiicrelerinin
apopitozise gidecek olan hiicrenin zarinda bulunan 6liim reseptorlerine baglanmasi ile
aktive olan yolaktir. Fas ve TNF reseptorleri birer integral proteindir. Bunlara Fas-L
ve TNF-alfa baglanmasi sonucu prokaspaz-8 kaspaz-8’e doniisiir ve bu sekilde 6liim

reseptOr yolagr araciligiyla kaspaz sistemi aktive olur.(79).

Mitokondriyal yolakta meydana gelen kaspaz-9 ve Olim reseptor
yolaginda meydana gelen kaspaz-8 daha sonradan kaspaz-3 ve bunu takip eden siire¢

de ise kaspaz-6 ve kaspaz-7 proteinlerini aktive ederek apopitozisi gerceklestirir(80).

2.1.6-Travmatik Beyin Yaralanmalarinda Deney Hayvanlar1 Modelleri

Travmatik beyin hasar1 ile gelen hastalarin molekiiler diizeyde beyin
dokularinin incelenmesinin miimkiin olmamasi ve daha 6nceden herhangi bir nihayete
erdirilmemis ya da hi¢ denenmemis ilaglarin travmatik beyin yaralanmali hastalarda

kullanilamayacag i¢cin hayvan deneylerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Travmatik beyin hasarlanmasi olan hastalarin travma olusum mekanizmalarini
, bunun meydana getirdigi sonuglar1 ve kullanilabilecek ilaglarin etkilerinin
gosterilmesi i¢in tekrardan bu hayvan deneylerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Giincel

durumda kullanilan modeller su sekilde siralanmaktadir:
1. Direkt Travmatik Beyin Hasar1 Medeli

2. Serbest Agirlik Diisiirme Modeli

3. Tekrarlayict Hasar Modeli

4. S1v1 Perkiisyon Hasar Olusturma Modeli

5. Kontrollii Kortikal Beyin Hasar1t Modeli

6. Penetran-Balistik Hasar Modeli

Direkt Travmatik Beyin Hasar1 Medeli

Direk hasar olusturma modeli Feeney ve arkadaslari tarafindan olusturulan bir
diizenek seklidir. Bu diizenekte hayvanlarin kafatasi kemigi ister kaldirilsin ister
kaldirilmasin  agirlik  direkt olarak hayvanin  kafasina distiriilerek  hasar
olusturulmaktadir. Burada olusan hasar ve travmanin siddeti diisiiriilen cismin 6zgiil

agirhigr ve birakildigr yiikseklige bagli olarak degisiklik gostermektedir(81).

Serbest Agirhk Diisiirme Modeli

Marmaraou ve arkadaslari tarafindan tasarlanan bir model olan serbest agirlik
diistirme modelinde de yiikseklik ve cismin 6zgiil agirlig1 travmanin meydana getirdigi
hasar boyutunda 6nemli bir yer tutmaktadir(82). Bu diizenekte yaklasik olarak 1 metre
yiikseklikten ve 400-500 gram agirlik distrilerek travma olusturulmayi
hedeflemektedir(83). Olusturulan bu diizenek ile deneklere agir bir travma meydana
getirilmektedir(82). Mice tipi deneklerde hayvan boyutu kiiciik oldugundan agirlik ve
yiikseklikler daha diisiik tutularak diizenek hazirlanir.

Bu diizenek modelinde belirli bir yiikseklik ve beliri bir agirliktaki cisim
serbest olarak belirli bir tiip icerisinden hayvanin kafasina diisiiriilerek travma
olusturulmaktadir. Deney hayvanina anestezi yapilir ve daha sonra orta hattan gececek

sekilde insizyon yapilir. Hayvanda kafatasi kirigr olusumunu engellemek amaciyla
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celik bir plaka kafatasina sabitlenir. Sonrasinda istenilen ylikseklik ve agirliklarla
travmatik hasar olusturulur(82,84). Bu hasar tipinde agir travma meydana geldigi i¢in
hem akson hem de dentrit tarafinda hasar olusmaktadir(84). Beyin sap1 dahil beynin
orta hattindayer alan optik sinir ve korpus kallosum da hasar goren yapilar arasinda

yer almaktadir.

Tekrarlayict Hasar Modeli

Bu hasar modeli 6zellikle profesyonel olarak sporla insanlarin maruz kaldig:
hafif ve tekrarlayic1 travmalarin neticesinde gelistirilmistir. Bu modelde hafif ve sik
araliklarla travma olusturma amaclanmistir. Bu hafif travmalar1 olusturmak igin
aralikli tekrarlayict agirlik disiirme, sivi-perkiisyon veya momentum degisim
modelleri kullanilmaktadir(85). Momentum degisim modeli havali bir piston

kullanilarak olusturulan hafif bir travma modelidir(86).

Sivi Perkiisyon Hasar Olusturma Modeli

Sivi perkiisyon hasar olusturma metodu son zamanlarda en yaygin
basvurulan travmatik beyin hasart modellemesi olarak goze ¢carpmaktadir. Bu modelde
oncelikle hayvana kraniotomi yapilir ve diizenege yerlestirilir. Modelde sarkag sistemi
kullanilarak sarkacin pistona ¢carpmasi ile su hareketleri olusturulur. Meydana getirilen
bu su hareketleri yardimi ile kraniotomi defektinin oldugu bolgedeki beyin zarinin
oldugu kisma su degmesi sonucu hasar olusturulur(86,87). Hasar boyutu sivi
dalgasinin siddeti ile koreledir(88). Meydana gelen hasar bolgesel kortikal
kontiizyonlar ve yaygin subkortikal hasarlardir(89).

Kontrollii Kortikal Beyin Hasar1 Modeli

Stv1 bazli modelde oldugu gibi bu modelde de oncelikle deney hayvanina
kraniotomi yapilir. Elektromanyetik cihaz ya da piston yardimi ile kraniotomi
defektinin oldugu yerdeki beyin zar1 bolgesine direkt olarak travma olusturulmasi
esasmna dayanarak yapilan bir modeldir. Gergeklestirilen travma ile bdlgesel

kontiizyon ve kanamalar meydana getirilir(86,90).
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Penetran-Balistik Hasar Modeli

Bu modelde atesli silahla meydana gelen yaralanmalarda ise ortaya c¢ikan
hasar boyutunu gostermek amaglanmaktadir. Bu modelde yiiksek enerji ihtiva eden
mermi ¢ekirdegi kullanilarak travma olusumu amacglanmakta olup travma mermi
cekirdeginin giris yeri, siddeti ve beyin dokusu icinde katettigi mesafeye gore
degismektedir. Bu hasar modeli seklinde bolgesel ya da yaygin beyin hasart meydana
gelebilmektedir(86,91).

2.1.7- Anetol’iin Kimyasal Yapisi ve Genel Ozellikleri
1-Anetol’iin Kimyasal Ozellikleri

Anetol halkanin disinda cift bag iceren hem cis hem de trans izomeri
mevcuttur. Trans ve E izomeri en fazla bulunan ve en fazla kullanilan ¢esitlerdir (sekil-

1). Anetol’lin kimyasal yapis1 asagidaki sekilde verilmistir(sekil-2).
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Sekil 1. Anetol’iin izomerleri Sekil 2: Anetol’iin yapisi

Anetol tath anason gibi bir tada sahip olup berrak bir yapiya sahiptir.
Kehribar rengi bir sividir. Anetol suda az ¢dziinmesiyle bilinir fakat etanolde
yiiksek oranda ¢6ziiniir. Kendiliginden meydana gelen mikroemisyon 6zelliginden
dolayr anason aramali likorler su ile seyreltildiginde opak renk alirlar. Anetol

sekerden 13 kat daha tatlidir. Anetol’lin keskin bir kokusu mevcut olup 6zellikle
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tuvalet sabunu, dis macunu, gargara gibi kotii kokular1 onlemek gibi genis bir
alanda kullanilmaktadir. Anetol’lin %80’den fazla kullanim alanini temsil eder.
Sakiz, sigara, inlii mamulleri gibi {irlinlerde tatlandirici ve koku katki maddesi
olarak da kullanilmaktadir. Anetol ucucu yaglarda daha sik oranda bulunur.
Anetol; anason yaginda, yildiz anason yaginda, rezene yaginda yiiksek miktarda
bulunur. Ugucu yaglarin bitkilerde koruma ve iletisim gibi onemli gorevleri
bulunmaktadir. Bitkiyi viriis, bakteri, mantar gibi ajanlardan korur. Otgul
hayvanlarin bitkiyi yemesine engel olmakla birlikte bitkilerin iiremelerine de katk1
saglamaktadir. Anason ugucu yaglarinin sekretolitik, antispazmodik, sekretomotor
ve antimikrobial oOzelliklerinden dolayr tibb1 olarak kullanimi mevcuttur.
Geleneksel olarak anason mide rahatsizliklarinda, burun akintisi, balgam sokiicii,
idrar sokiicii ve istah agici olarak kullanilmaktadir. Kadinlarda menstiiral agrilarin
tedavisinde, erkeklerde ‘“erkek menapozu” semptomlarin1 tedavi etmek icin
kullanildig1 bilinmektedir. Diger kullanim alanlar1 olarak uykusuzluk, kabizlik,
ndbet, nikotin bagimlilig1 astim sayilabilmektedir. Anason sedef gibi gesitli cilt
hastaliklarinin tedavisinde direkt olarak cilde uygulandig1 da bilinmektedir. EMA
Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi, deneyim ve uzun siireli kullanima dayanarak
anason ve anason yagi geleneksel kullanim endikasyonlarini su sekilde
siralamaktadir: sigkinlik ve gaz dahil olmak tizere spasmodik gastrointestinal
komplikasyonlarin semptomatik tedavisinde, soguk alginligi ile iligkili oksiiriikte
goglis yumusatma tedavisinde. Bu endikasyonlar; anasonun geleneksel
kullanimina dayanmaktadir. Genel anlamda deneysel veriler ve uzman goriisleriyle

desteklenmesine karsin klinik ¢alisma verileri mevcut degildir.

2-Anetoliin Farmakokinetigi

Anetol oral yolla alindiginda hizl1 bir sekilde emilime ugrar ve karacigerde tama
yakin1 metabolize olarak konjuge metabolitler iiretir. Bobrek yoluyla yiiksek oranda
ekskresyona ugrar fakat diisiik miktarda solunum yoluyla karbondioksit araciligiyla

atitlim1 da s6z konusudur.
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3-Anetoliin Farmakolojik Etkinlikleri
3.1- Antioksidan Aktivite

Rezene yagy, cift lipid model sistemi ile degerlendirilen antioksidan 6zellikleri
gosterilmistir. Modifiye edilmis bir tiyobarbitiirik asit reaktif tiir deneyi ve bir misel
sisteminde linoleik asitten hidroperoksidiyenlerin spektrofotometrik tespiti, referans
antioksidanlar alfa-tokoferol ve biitillenmis hidroksitoluen ile karsilastirilabilir.
Rezene tohumlarinin su ve etanol 6ziitleri, linoleik asit sisteminde peroksidasyonun
%77,5 ve %99,1 oraninda inhibisyonu gosterilmis ve bu oran ayni dozdaki alfa-

tokoferolden (%36,1) daha yiiksektir(92).

3.2- Antimikrobiyal Aktivite

Anetol; gesitli bakteri, viriis, mantar, mayalara kars1 oldukega giiclii aktiviteleri
oldugu cesitli deneysel yontemlerle kanitlanmistir. Yapilan deneylerde anetol
bilesenlerinin anti-HSV-1 gibi etkinlik gostererek direkt olarak viral partikiillerin
aktivitelerini engelledigi ortaya konulmustur. Yildiz anason yaginin viriislerin
meydana  getirdigi  enfeksiyonlar1 ciddi  oranlarda  azalttigi  deneylerle
kanitlanmistir(93). Anasonun aseton bileseni E.coli ve Stafaureus gibi etkili
bakterileri bile i¢ine alan bir¢ok bakterinin biiylimesini direkt olarak engelledigi ortaya
konulmus olup aym1 zamanda Candida albicans gibi etkili mantar tiirlerine kars1 da
ciddi anti-fungal o6zellikleri oldugu da bilinmektedir(94). Anason yagi tek basina
Salmonella enteritidis lizerine ciddi etkileri oldugu in-vitro olarak ortaya koyulmustur.
Anasonun esansiyel yag bileseni E.coli, Staf.aureus, C.albicans, S.typhimurium gibi
mikrobial etkenlerin biiylimelerini agar diliisyon yontemi ile engelledigi
gosterilmistir(95). Anetol ayrica sivrisineklere karsi 6nemli bir bocek koruyucu etki

gostermektedir(96).

3.3- Spazmolitik Aktivite

Yapilan ¢alismalarda anasonun ugucu yag bilesenlerinin birtakim kasilmaya
neden olan ajanlar tarafindan kasilmis olan trakeal ya da ileal diiz kaslar iizerinde

onemli gevsetici etkileri oldugu ortaya koyulmustur(97).
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3.4-Gastroprotektif Aktivite

Anetol; etanol tarafindan meydana getirilen iilserogeneze karsi 6nemli bir
gastoprotektif etki goOstermektedir. Bu antililserik aktiviteyi antiplatelet ve
vazorelaksan aktiviteyle mide mukozasina gelen kan miktarini arttirarak sagladigi da
sOylenebilir. Etanol tarafindan meydana getirilen vaskiiler staz ve oksijensiz serbest
radikaller mukoza yiizeyinde hasara rol agarak lokal vazokonjesyona neden
olurlar(98). Yapilan deneylerde bu bélgelerin anetol ile maruziyeti sonrasi etanol ile
aktive olan lilser modelindeki mide mukozasinda 6nemli miktarda mukus iiretimi
meydana gelmistir(99). Anetol agizdan 30, 100, 300mg/kg olarak verildiginde etanol
ve indometasinin meydana getirdigi lilserogeneze kars1 gastroprotektif etki gosterdigi
ortaya koyulmustur. Rezene ¢ozeltileri etanol ile gastrik hasar olusturulmus deney
farelerinde etkinligi degerlendirilmistir. Rezene 75, 150, 300mg/kg dozda agzidan
gavaj olarak verilmis ve karsilastirma i¢cin 20mg/kg dozdan famotidin verilmis. Rezene
ve famotidin etanoliin meydana getirdigi gastrik mukoza hasarin1 6nledigi

bulunmustur(100).

3.5-Sekretolitik Aktivite

Anestezi altindaki deney hayvanlarina %12 etanol 50mg/kg b.w. dozunda
intragastrik olarak verilir. Daha sonra uygunlama sonrasi ilk 2 saatte etanol i¢indeki
ucucu yag ¢ozeltisi solunum yollarindaki salgilarda 3 ila 6 kat arasinda artisa sebep
olmustur. Ayni sekilde hazirlanmis baska bir deneyde ise yag 0,0015 ml/kg dozunda
agizdan verildiginde ise solunum yolu salgilarinda %28 oraninda bir artisa neden
oldugu goriilmektedir. Kedilere intragastrik olarak 2 damla uygulanan ugucu yag
¢oOzeltisi solunum yollarinda mukus sekresyonlarini ciddi sekilde artirmistir ve
onceden afyon alkaloidlerinin inhibe ettigi mukus salgisinin siliyer aktiviteyle
uzaklastirilmasint  indiiklemistir(101). Yapilan bir baska deneyde kurbaga
ozefagusundan izole edilen silialarina 200ul anason infiizyonundan 90 saniye sonra

mukosiliyer aktivite hizinda %12 bir artis meydana gelmistir(102).

3.6-Antinosiseptif ve Anti-inflamatuar Aktivite
Inflamasyonun neden oldugu agrilarda anetolun etkinligi degerlendirilmis ve
asetik asidin intraperitoneal verilerek neden oldugu kivranma modelinde farmolinde

indiiklenen pence tekmeleme modelinin ikinci asamasinda anetoliin 62,5, 125, 250,
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500mg/kg dozda uygulanmasinda antinosiseptif etki meydana geldigi gosterilmistir.
Anetoliin agr {izerine olan etkisi enflamasyona neden olan mediyatorleri azaltmasina
bagl olabildigi sdylenmektedir(103). Anetol ile 2 saat boyunca 6n inkiibasyona
ugramis ML1a(Mlyeloblastik Losemi Hiicreleri Hatt1) hiicrelerinin TNF ile devam
eden tedaviye verdikleri yanit azalmistir(104). E.coli lipopolisakkarit ile aktive olan
periodontitis fare modellerinde anetol ve ketoprofenin IL-1b ve TNF-alfa tizerindeki
etkinlikleri karsilastirilmistir. Anetol 10mg/kg intraperitoneal veya ketoprofen
10mg/kg intraperitoneal uygulamasi sonrasi IL-1b ve TNF-alfa iiretimi {izerinde

benzer baskilamaya neden olduklari ortaya koyulmustur(105).

Anetol ve estragol 10mg/kg dozda histaminin, bradikinin, sodyum nitroprussid,
P maddesi, serotonin gibi karregan ile indiiklenen 6deme neden olan modiilatorler veya
inflamatuar aracilar tarafindan meydana getirilen bir pati 6demi modelinde test
edilmistir. Histamini anetol %70 oraninda inhibe ederken estragol %?2 oraninda,
bradikinini anetol %41 estragol %42 oraninda, P maddesi anetol %65 estragol %67
oraninda, TNF-alfa anetol %41 estragol %42 oraninda birbirlerine benzer ve yakin
oranlarda inhibe etmislerdir. Bunlarin serotonin ile indiiklenen 6demde etkileri anetol
%355 ve estragol %30 inhibisyon ile farkli etki gostermislerdir. Sodyum nitroprussid

inhibisyonuna estragol %22 etki gostermis iken anetol etki gostermemistir(106).

Kroton yag: ile meydana getirilen kulak 6demi ve karregenan ile meydana
getirilen plorezi gibi akut inflamasyon durumlarinda anetolun etkinligi
degerlendirilmistir. Anetoliin 250 ve 500mg/kg dozdan oral gavaj olarak verilmesi
hem plevral eksiidatif sivi hacmini azaltmis hem de bu bolgeye gelen l6kositlerin
sayisindan azalmaya sebep olmustur. inflamatuar eksiidatif sividaki nitrik oksit ve
prostoglandin E2 seviyelerinde azalma oldugu dikkat ¢ekmistir fakat bununla birlikte
TNF-alfa ve IL-1b miktarlarinda 6nemli bir degisiklik saptanmamustir. Anetoliin oral
uygulanimi sonras1 kulak 6deminde ise eksudatif sivi artisinda 6nemli bir azalma
meydana gelmis ve bununla birlikte miyeloperoksidaz aktivitesinden 6nemli bir
inhibisyon meydana gelmistir. Yapilan bu arastirma baz alindiginda anetoliin
prostoglandin E2 ve nitrik oksit {izerindeki inhibisyon etkisi ile bazi akut inflamasyon
ile iligkili hastaliklarda etkili olabilecegi gosterilmistir(107).
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4-Anetoliin Giivenligi ve Toksisitesi

Anetol, karaciger kanserinde hafif bir artis meydana getirdigi fakat kanitlarin
yetersiz olmasi nedeniyle anetolun kanser ile iliskili olmadigi kabul edilir. Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) tarafindan yapilan
degerlendirmelerde anetoliin motor aktivitede azalma, analjezik, hipnotik, viicut
1sisinda diisme, antikonviilzan etkileri oldugu belirlenmistir. Bu degerlendirmede
anetoliin mevcut kullaniminda mevcut seviyelerde gilivenli oldugu séylenmektedir.
Biiyiik miktarlarda hafif toksik etki gostermektedir. Avrupa konseyi(1970) anetol i¢gin
1,5mg/kg giinliik kullanim dozunu kabul edilebilir seviye olarak belirtmistir. 90
giinlik siire boyunca farelere 240mg/kg/glin olarak trans-anetol verilmistir.
120mg/kg/giin ve lizerindeki dozlarda ciddi sekilde dehidratasyon ve kilo kayb1 dikkat
cekmis fakat bu da diyetin zayif lezzetine ve yeniden azaltilmis gida alimina
baglanmistir. 30mg/kg/giin ve iizerindeki dozlarda oral olarak beslenen deney
farelerinde karaciger agirhiginda artis, karaciger glikojeninde azalma, kismen troid
dokusunda artis saptanmistir. Anetoliin sitokrom p450 ve p448 gibi karaciger
enzimleri lizerine hafif indiikleyici etkisi oldugu sdylenmektedir hatta bu karaciger
tizerindeki artisin bu enzim indiiksiyonuna adaptasyon ig¢in fizyolojik bir hareket
oldugu soylenmektedir(108). Anetoliin asir1 dozu olarak insanlarda 1 ila Sml anason

yaginin alinmasi bulanti, kusma, nobet ve akciger 6demi ile iliskilendirilmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

1-Deney Gruplarinin Belirlenmesi
Bu calisma icin gerekli izin ve onaylar alindiktan sonra DUSAM biriminden
28-30gr agirhigindaki yetigkin erkek farelerden 35 adet temin edildi. Bu 35 hayvan 5
gruba esit sayida olacak sekilde ayrildi. 1 hafta boyunda ayni kosullar saglanarak grup

adaptasyonlari saglandi.

Tablo 2: Deney gruplari

Deney ve Kontrol Gruplar: Hayvan Sayis1
Kontrol Grubu 7
Travmatik Beyin Hasar1 (TBH) Grubu 7
TBH + 40 mg/kg Anetol Grubu 7
TBH + 80 mg/kg Anetol Grubu 7
TBH + 160 mg/kg Anetol Grubu 7

Bu gruplar (tablo-2) olusturulduktan sonra kontrol grubundaki hayvanlara 72
saat boyunca herhangi bir uygulamada bulunulmadi. Travma grubundaki hayvanlara
agirlik diistirme yontemi ile travma uygulandi ve daha sonra herhangi bir uygulamaya
tabi tutulmadan sadece analjezi uygulanarak optimal kosullarda takibi yapilarak deney
sonunda sakrifikasyon sonrasi dekapitasyon yapildi. Travma sonrasi doz bagimli
gruplar ise travma uygulandiktan 3 saat sonra ve takip eden 72 saat boyunda ayni giin
ve saatte bir grup icin 40mg/kg anetol diger grup i¢in 80mg/kg anetol ve son grup i¢in
ise 160mg/kg anetol uygulandi.

2-Deneyin Yapilis Asamalari

Yapilan deneyimizde kontrol grubu hayvanlarina herhangi bir islemde
bulunulmadi. Deney sonunda ise sakrifikasyon islemi sonrasi dekapitasyon yapilarak

beyin dokular1 alindi. Geriye kalan gruplara XS Zhang ve arkadaglar1 tarafindan
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gerceklestirilen agirhik diisiirme modeli ile travmatik beyin hasar1 meydana
getirildi(109). Travmatik beyin hasar1 metodunda oOncelikle hayvanlar ksilazin ve
ketamin yardimi ile genel anestezi uygulandi. Serbest agirlik diisiirme yontemi ile orta
diizey travmatik beyin hasar1 olusturuldu. Anetol gruplari i¢in; anetol alkolde serbest
halde ¢6ziildiigi i¢in ayarlanacak her ii¢ doz 0,1 ml saf etanhol igerisinde ¢oziiniip 5
kat izotonik ile sulandirildi. Deney grubundaki hayvanlara uygulanacak dozlar saf
alkolde ¢oziiniip alkol oranlari izotonik ile 3,1’e diisiiriilerek 0,6 ml’lik ¢ozelti seklinde
oral gavaj olarak travmatik beyin hasarli anetol gruplari i¢in hazirlandi. Travmatik
beyin hasarli anetol gruplarinda ilk gruba 3.saatte ve takip eden 3 giin boyunca
40mg/kg anetol, diger gruba 80mg/kg anetol son gruba ise 160mg/kg anetol ayn1 giin
ve saate giinliik tek doz olarak verildi. Deney siiresi boyunca travma uygulanan tim
hayvanlara aneljezi amachh 5mg/k§ dozdan meloksikam uygulandi. Tim deney
hayvanlarma son tedavi dozlari uygulandiktan 1 saat sonra kalpten kan alinarak
sakrifiye edildi. Total beyin dokulari alinip hemisferlerin yarist 151k mikroskobik
inceleme icin %10’luk formole diger yarisi ise biyokimyasal inceleme ve ELISA

analizleri i¢in -80 derecede muhafaza edildi.
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Resim 1: Travmatik beyin hasari uygulanacak diizenek
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Resim 3: Travma olusumu hemen sonrasi
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Resim 4: Travma uygulanmig hayvanin eksize beyin dokusu

3-Alinan Dokularin Takip ve Boyama Asamalari

Deney hayvanlarindan alinan beyin dokular1 bir giin boyunca fiksasyon
islemine tabi tutuldu. Sonrasinda su altinda 12 saat boyunca yikandi. Dehidrasyon
amaciyla sirali artan sekilde hazirlanan alkollerde birer saat boyunca bekletildi.
Dokular bu islemlerden sonra esit oranda ksilen ve parafin karisiminda 2 saat
bekletilmek suretiyle parafin infiltrasyonu yapildi. Daha sonra bu parafinin yerine
temiz parafin koyularak bu isleme 1 saat daha devam edildi. Doku 6rnekleri daha sonra
parafin bloklara yerlestirildi. Mikrotom yardimi ile meydana gelen bu parafin bloklar
Sum kalinliginda seriler elde edildi. Daha sonra bu seriler 56 °C inkiibator i¢inde
parafin depolimerizasyon ve kurutma islemine 30 dakika boyunca tabi tutuldu.
Ardindan boyama islemine ge¢ildi. Histokimyasal analizler i¢in H&E ile boyandi.
Geriye kalan diger kesitlerde ise TNF-alfa, bax, kaspaz-3  bakmak i¢in
immunohistokimya yapildi. MDA o6rnekleri i¢in deney asamasinda alinan biyopsi

ornekleri kullanildi.
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3.1- Hematoksilen ve Eozin Boyama

Alinan 6rneklerden parafini uzaklastirmak i¢in 10 dakika boyunca iki seri ksilen
icerisinde bekletilme islemi yapildi. Rehidratasyon iglemi icin seri bir sekilde artan
alkollerin igerisinde 15 dakika siireyle sirasiyla bekletildikten sonra distile suya
birakildi. Alinan 6rnekler ilk olarak hematoksilen igeren soliisyonun igine birakildi ve
8 dakika boyunca bu soliisyon icerisinde oda 1sisinda boyanmaya birakildi. Daha sonra
yikanmaya alinan kesitler eozin ile boyanmak icin eozin sollisyonu iceren kaba
yerlestirildi. Bu alkol igeren eozin soliisyonuna birakilan 6rnekler 3 dakika boyunca
eozin ile boyanmaya birakildi. Eozin boyasinin fazlasini uzaklastirabilmek icin
ornekler %70 ve %80’lik alkollere sirasiyla batirilip ¢ikarildilar. Daha sonra geriye
kalan alkol serilerinde 1 dakika boyunca sirasiyla bekletildiler. Son olarak iki seri
ksilen ile seffaflandirilarak entellan ile kapatildi. Tim bu islemlerden hazirlanan
dokular daha sonra mikroskobik incelemeye alinmak amaciyla koruma altina

alindirlar.

3.2- immumohistokimyasal Boyama

Daha 6nceden hazirlanan kesitlerden immunohistokimyasal analiz i¢in ayrilan
orneklere TNF-alfa, bax, kaspaz-3 yapildi. Bu dokular i¢inde ayni sekilde parafin
uzaklastirma iglemi yapildi. Rehidratasyon amaciyla azalan alkol serilerinde sirasiyla
5 dakika boyunca kesitler bekletildi. Daha sonra distile suya birakildi. Buradan alinan

orneklerle immunohistokimyasal analize gegildi.

Ik olarak iki seri tamponlanmus fosfat tamponlu salin soliisyon i¢inde 5 dakika
boyunca yikanmaya birakildi. Antijen retrieval agamasi i¢in sodyum sitrat soliisyonu
icinde 1s1tilma iglemine tabi tutuldular. Isitilma islemi sonrasinda sogutulmak i¢in oda
isisina alindi. Ardindan iki seri fosfat tamponlu salin soliisyon i¢inde yeniden
yikanmaya alindi. Daha sonra metanolde ¢6ziinmiis %3’liikk H20. solusyonuna
alinarak 20 dakika boyunca bu soliisyonda bekletildi. Bu bekletilmedeki amag¢ endojen
peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmaktir. Kesitlerin kurumamasi i¢in hidrofobik
PAP pen ile etraflar1 ¢izildi. Alinan bu Orneklerin {izerine bloklama soliisyonu
soliisyonu(Katalog no: TA-125-UB, Thermo Scientific, Waltham, MA, A.B.D.)
damlatildi. Inkiibasyon amaciyla oda sicakliginda 7 dakika boyunca bu seklide
bekletildi. Daha sonra kesitler lizerine TNF-alfa(Katalog no: sc-52746, Santa Cruz
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Biotechnology, Dallas, TX, ABD), bax(Katalog no: sc-7480, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, ABD) kaspaz-3(Katalog no: sc-56053, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, ABD) damlatildi. Daha sonra bu 6rnekler 4 °C’de nemli
bir ortam kabinin i¢inde tiim gece boyunca inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor
damlatilma islemine ge¢ildi. Sekonder antikor(Katalog no: TP-125-BN - Thermo
Scientific, Waltham, MA, A.B.D.) damlatilma islemiden sonra inkiibasyon amaciyla
bu sefer oda sicakliginda 20 dakikalik siire bekletme islemine tabi tutuldu. Her
damlatilma Oncesi oldugu gibi yeniden iki seri fosfat tamponlu salin soliisyonda
yikama igleminden sonra peroksidaz enzimi(Katalog no: TS-125-HR - Thermo
Scientific, Waltham, MA, A.B.D.) damlatildi. Sekonder antikorda asamasiyla ayni
sekilde inkiibasyona tabi tutuldu. 3,3'-Diaminobenzidin(DAB) kullanilarak
immunopozitivite meydana getirildi. Hazir halde bulunan bir kit (Katalog no: TA-125-
HD - Thermo Scientific, Waltham, MA, A.B.D.) bunun igin kullanildi. Reaksiyon
olmasi1 gbzlenmeye baslandi. Reaksiyon meydana geldigi zaman fosfat tamponlu salin
soliisyonda yikanma sonrasi hematoksilen soliisyonu ile zit boyandi. Daha sonra
yikamaya alinan kesitler artan alkol serilerinde bekletilerek seffaflandirilma iglemi

gerceklestirildi. Entellan ile kapatildi ve inceleme i¢in koruma altina alindi.

3.3- Immumohistokimyasal Kantitatif Degerlendirme

Immunohistokimaysal olarak boyanan kesitlerin DAB immunopozitivite
diizeyi zit boyanan hematoksilen ile boyanan kesitlerle karsilastirma islemi yapildi ve
sonug olarak seki-kantitatif verilere ulasildi. Kesitlerde travma grubuna ait hayvanlarin
beyin korteksi kesitleri ile kontrol grubundaki hayvanlarin beyin korteksi bdlgesinin
boyanma yogunlugu inceleme kullanildi. Bu degerlendirme i¢in hematoksilen boyasi
igerisindeki DAB pozitif alanlarin yogunlugu hesaplanarak yapildi. Image J Versiyon
1.53n yazilimi kullanilarak bu hesaplama yapildi. Bu oranlar istatistiksel analiz i¢in

kullanildi.

3.4- istatisktiksel Analiz

Meydana gelen veriler 1518inda gruplar arasinda herhangi bir farklilik olup
olmadig istatistiksel olarak degerlendirildi. Bu amacla meydana gelen Image J analiz
sonuglar1 SPSS (IBM) programinda istatistiksel olarak degerlendirildi. Elde edilen

veriler istatistiksel olarak parametrik olmayan Kruskal Wallis testine tabii tutuldu ve
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gruplar arasindaki ¢oklu karsilastirma Tamhane T2 testi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki farkin p<0.05 olmasi durumunda gruplar fark bu sekilde anlamli kabul
edildi. Elde edilen istatistiksel sonuglar ortalama + SD (standart sapma) seklinde

gosterildi.
3.5- Malondialdehid(MDA) Tayini Analizi

Deneysel calisma sirasinda aliman beyin biyopsi Orneklerinden Lipid
peroksidasyon 6l¢iim metodu olan Esterbauer metodu kullanilarak gerceklestirildi. 21
Tiyobarbiitirik asit ile 90 - 95 C°’de reaksiyona giren malondialdehid pembe renkli bir
kromojen meydana getirmektedir. Onbes dakika sonra numuneler hizla sogutuldu ve
absorbanslart 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu. Elde edilen degerler

nmol/g protein cinsinden ortaya konuldu.

3.6- Immunohistokimya ve istatisktiksel Analiz

Bu sekilde boyanan kesitlerde DAB immunopozitivite degeri tiim doku bir
biitlin olarak ele alinarak degerlendirildi.travmatik bolgelerden rastgele segilen
alanlardan immunopozitiflik arastirildi. Image J yazilimi yine bu analiz i¢in kullamild.
Elde edilen veriler ayn1 zamanda istatistiksel olarak da kullanildi bu amagla non-
parametrik olarak Kruskal Wallis testi kullanildi. Bundan farkli olarak gruplar
arasindaki multifaktoriyel karsilatirmalar i¢cin Tamhane T2 testinden yararlanildi.

Sonuglar <0.05 olmast durumunda (p<0.05) gruplar arasindaki fark bu sekilde anlamli
kabul edildi.
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4 BULGULAR

Hematoksilen ve Eozin Bulgular:

Resim 5: Kontrol grubuna ait beyin kesitleri. Kontrol grubunda beyin doksunuun normal
yapida oldugu, dokunun meningsler ile ortiilii olup yapisinda bol miktarda néron ve glia hiicre
govdesi barindirdigl, dokunun tamamen sinir liflerinden olustugu goriildii. Ayrica bu gruptan
alman beyin Orneklerinin yapisinmi olusturan ndron hiicre gévdeleri (0k) ve glia hiicre
govdelerinin (ok basi) normal morfolojik yapida olduklari, hem glial hemde nérol hiicrelerin
birbirinden farkli boyut ve sekillerde genis bir yayilim gosterdigi goriildii. Boyama:
Hematoksilen ve eozin, Bar: 20 um.
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Resim 6: Travma grubuna ait beyin kesitleri. Travma uygulanan grupta frontal kortekste
yaralanma bdlgelerinde yogun hemoraji (*), ayrica subtravmatik bolgelerde vaskiiler yapilarda
konjesyon ve hemorajik goriintii izlendi. Bu gruptaki beyin Orneklerinde noron hiicre
govdelerinde (0k) piknotik ¢ekirdek goriintlisii, karyolizis ve yer yer perindral kavitede artig
ve travmaya bagli 6dem alanlari izlendi. Bu grubun beyin kesitlerinde néroglia hiicrelerinde
(ok bas1) Kkaryolizis ve piknotik ¢ekirden goriniimii olduk¢a yaygindi. Boyama:
Hematoksilen ve eozin, Bar: 20 pm.

Resim 7: Travma + 40 mg/kg grubuna ait beyin kesitleri. Travma ve 40 mg/kg tedavi
uygulanan grupta serebral korteks hasarina bagi hemoraji ve 6demli doku goriintiisii ve doku
kaybindaki mevcut durum (*) beklenen diizeydeydi. Noron hiicre gdvdelerinde izlenen
piknotik ¢ekirdek goriintiisiiniin yani sira hiicre morfolojilerinin genel olarak irregiile oldugu
izlenmekteydi (ok), yine noroglia hiicrelerinde piknotik ¢ekirdek goriintiisii (ok basi)
apoptotik hiicre 6lmiiniin dnemli bir isareti olarak izlendi. Genel doku morfolojisi ve seliiler
morfoloji Travma grubu ile benzerdi. Boyama: Hematoksilen ve eozin, Bar: 20 um.
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Resim 8: Travma + 80 mg/kg grubuna ait beyin kesitleri. Bu grubun beyin kesitlerinde
travma sekillenen serebral kortekste diger deney gruplarinda oldugu gibi doku kaybi alanlari,
bu boélgelerde yogun 6dem goriintiisii ve travmatik hasar beklenen gekilde goriildii (*) 80
mg/kg tedavi uygulanan grubun néronlarinda (ok) ve glia hiicrelerinde (ok basi) ¢ekirdek
yikimi ve piknozis goriintiisii yogun bir sekilde izlendi. Ancak bu grubun o6zellikle
peritravmatik beyin dokusu piramidal néronlarinda (kivrimlt ok) piramit {iggen goriintiisiiniin
olduke¢a giiclii sekilde korundugu ve travmaya eslik eden oksidatif stres, inflamasyon ve
apoptotik indiiksiyon gibi etmenlerden diisiik diizeyde etkilendigi ve saglikli néron goriintiisii
olusturdugu goriildii. Bu grubun travma alanma yakin dokuda ve uzak alanlarda genel
morfolojinin travma ve 40 mg/kg tedavi uygulanan gruplardan daha iyi oldugu tespit edildi.
Boyama: Hematoksilen ve eozin, Bar: 20 pm.
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Resim 9: Travma + 160 mg/kg grubuna ait beyin kesitleri.Serberal korteksin travma modeli
uygulanan bolgelerinde hemorajinin yani sira kan dokusunun parankimya gegtigi ve yogun
6dem olustugu (*) izlendi. Kortikal noéronlarda piknotik ¢ekirdek ve karyolizise ugramis
noronlar izlenmekteydi (ok) ayrica yine glia hiicrelerinde yogun hiicre dejenerasyonu goriildii
(ok bast). Buna karsin bu tedavi dozunun uygulandig1 hayvanlara ait beyin kesitlerinde normal
morfolojik yapiya sahip néron (kivrimli ok) ve glia hiicrelerin miktarinda artis oldugu
gozlendi. Bu grubun beyin dokusu goriintiisii ve hiicresel morfolojik yap1 diger deney
gruplartyla karsilastirildiginda kontrol grubuna daha yakin bir goriintiideydi. Boyama:
Hematoksilen ve eozin, Bar: 20 pm.

Immunohistokimya Bulgulari

Bax immunohistokimya Bulgulari

Resim 10: Kontrol grubu Bax Immunohistokimya. Kontrol grubunda Bax
immunopozitivitesi normal diizeyde izlendi. Hem noronlarda, hem glia hiicrelerinde
sitoplazmik alanlarda Bax pozitiflik goriildi. Boyama: Bax immunohistokimya. Zit boyama:
Hematoksilen. Bar: 20pum
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Resim 11: Travma grubu Bax immunohistokimya. Travma grubu beyin kesitlerinde hem
noron hemde noroglialarda Bax immunpozitivitesinin artis gosterdigi izlendi. Dokunun
genelinde immunointensite kontrol grubundan yiiksek diizeyde goriildii. Boyama: Bax
immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 20um.

Resim 12: Travma + 40 mg/kg grubu Bax Immunohistokimya. 40 mg/kg tedavi uygulanan
hayvanlarin beyin dokusunda Bax dagilimi ve intensitesi Travma grubuna benzer sekilde
goriildii. Boyama: Bax immunohistokimya. Zat boyama: Hematoksilen. Bar: 20um.
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Resim 13: Travma + 80 mg/kg grubu Bax immunohistokimya. Travma + 80 mg/kg grubu
beyin kesitlerinde Bax immunopozitivitesinin Travma ve Travma + 40 mg/kg gruplarindan
daha diisiik diizeyde oldugu ancak bazi ndron ve noroglialarda yogun immunointensienin
varligini siirdiirdiigi tespit edildi. Boyama: Bax immunohistokimya. Zit boyama:
Hematoksilen. Bar: 20um.

Resim 14: Travma + 160 mg/kg grubu Bax immunohistokimya. 160 mg/kg tedavi
uygulanan hayvanlarin subtravmatik alanlarda yer alan ndron ve glia hiicrelerinde Bax
immunopozitivitesi anlamli bir azalma gosterdi. Sitoplazmalarda bulunu immunopozitiflik
kontrol grubuna benzer, yer yer daha diisiik diizeylerdeydi. Boyama: Bax immunohistokimya.
Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 20pum.
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Caspase 3 Immunohistokimya Bulgular

Resim 15: Kontrol grubu Caspase 3 immunohistokimya. Kontrol grubu beyin kesitlerinde
Caspase 3 diizeyinin her iki merkezi sinir sistem hiicre grubunda da oldukea diisiik diizeyde
oldugu goriildii. Boyama: Caspase 3 immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar:
20pm.

Resim 16: Travma grubu Caspase 3 Immunohistokimya. Travma grubunda Caspase 3
immunpozitivitesinin ndronlarda ve glia hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
O6nemli derecede artig gosterme egiliminde olugu tespit edildi. Boyama: Caspase 3
immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 20pm.
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Resim 17: Travma + 40 mg/kg grubu Caspase 3 immunohistokimya. Bu grubun beyin
kesitlerinde noéron ve glial hiicrelerdeki Caspase 3 immunointensite goriintiisii Travma
grubuna benzer diizeydeydi. Boyama: Caspase 3 immunohistokimya. Zit boyama:
Hematoksilen. Bar: 20um.

Resim 18: Travma + 80 mg/kg grubu Caspase 3 immunohistokimya. Travma + 80 mg/kg
tedavi uygulanan hayvanlarin serebran nornlarinda ve glia hiicrelerinde immunintesidnin
yogun izlendigi hiicrelerde gzle goriiliir azalma oldugu ve bu grubun kesitlerinde kisith bir
apoptozis baskilanmasi oldugu tespit edildi. Boyama: Caspase 3 immunohistokimya. Zit
boyama: Hematoksilen. Bar: 20um.
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Resim 19: Travma + 160 mg/kg grubu Caspase 3 immunohistokimya. En yiiksek doz
tedavi uygulanan Travma + 160 mg/kg grubundaki hayvanlarin néron ve glial hiicrelerinde
Caspase 3 immunointensite diizeyi diger gruplardan oldukea diisiik izlendi ve genel pozitiflik
gbriiniimii kontrol grubuna benzerdi. Boyama: Caspase 3 immunohistokimya. Zit boyama:
Hematoksilen. Bar: 20 um.

TNF — o immunohistokimya Bulgular:

Resim 20: Kontrol grubu TNF — o immunohistokimya. Kontrol grubu beyin kesitlerinde
TNF-a pozitivitesinin oldukga diisiik oldugu goriildii. Boyama: TNF-o immunohistokimya.
Zat boyama: Hematoksilen. Bar: 20 pum.
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Resim 21: Travma grubu TNF — a immunohistokimya. Travma grubu beyin kesitinde
immunointensitenin gozle goriiliir sekilde artis gosterdigi, glial hiicrelerde yer yer mikroglial
hiicre sitoplazmalarina yogun ekspresyonun varligi goriildi. Boyama: TNF-a
immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 20 um.

Resim 22: Travma + 40 mg/kg grubu TNF — a immunohistokimya. Travma + 40 mg/kg
grubu beyin dokusundaki immunointensite diizeyi Travma grubuna oldukca benzerdi.
Boyama: TNF-o immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 20 um.
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Resim 23: Travma + 80 mg/kg grubu TNF — o immunohistokimya. Travma + 80 g/kg
grubunun beyin dokusunda inflamatuvar TNF-o. immunodensitenin Travma ve Travma + 40
mg/kg gruplarindan daha diisiik yogunlukta oldugu ve kontrol grubuna daha benzer bir
immunointensite gorintiisii olusturdugu tespit edildi. Boyama: TNF-o. immunohistokimya.
Zat boyama: Hematoksilen. Bar: 20pum.

Resim 24: Travma + 160 mg/kg grubu TNF — o immunohistokimya. Travma + 160 mg/kg
grubunun inflamatuvar sitokin immunopozitiflik goriintsii Kontrol grubuna olduk¢a benzer
diizeydeydi. Boyama: TNF-a immunohistokimya. Zit boyama: Hematoksilen. Bar: 20um.
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MDA (Malondialdehid) Analiz Sonug¢lari

Tablo 3: Gruplarin Doku MDA Diizeyleri

GRUPLAR MDA (nmol/g protein)
Kontrol 8,62 + 1,022

Travma 17,04 £+ 1,04°¢
Travma+40mg/kg(anetol) 16,94 = 0,75°
Travma+80mg/kg(anetol) 14,10 + 1,60°¢
Travma+160mg/kg(anetol) 11,20 +2,272°

Gruplar arasindaki benzer iist simgelerin varligi istatistiksel yonden benzerligi
gostermektedir. Farkli ist simgeler istatistiksel yonden anlamli fark: belirtmektedir. *
bP<0.01, *°P<0.01, “°P<0.05. Yapilan MDA analiz sonuglarinda travma sonrasi
yiikselen MDA diizeylerinin anetol dozu yiikseldik¢e dokuda anlamli sekilde diistiigi

gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Travmatik beyin yaralanmalar1 ve bu yaralanma nedeniyle ortaya cikan
hasarlanmalar toplumun her yastan kesimini ilgilendiren ve tiim diinyada sik goriilen
onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir(110). Diinyada her yil travmatik beyin
yaralanmasi yaklagik olarak 50 milyonun iizerinde meydana gelmektedir (111). Diinya
saglik orgiitii (DSO) tarafindan yapilan ¢alismalar 1s181nda travmalara bagl tiim diinya
genelinde 100 binde ortalama 83,7 olarak gdsterilmekte iken {ilkemizde bu oran 100
binde 120 civarinda gosterilmektedir. Bu meydana gelen dliimlerin yaklasik olarak
%30’u kafa travmalarina ait olup yapilan son ¢alismalarda bu oranin %50’lere ¢iktig
ortaya koyulmustur(110). TBH'nin klinik o6zellikleri ve altinda yatan kompleks
patofizyoloji, 6zellikle klinik 6ncesi ¢calismalarda, ayrica faz I/II ¢aligmalarin degerini
daha da arttirmaktadir. Bu ¢aligmalarin basarist TBH'nin siddetiyle baglantili olarak
timit verici terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine yol agmistir. Ancak su durumda
travmatik beyin yaralanmalarinin tedavisine yonelik cerrahi miidahale disinda
terapotik bir yontem halen gelistirilememistir(112). Bugiine kadar literatiirde
antioksidanlarin TBH’na karsi protektif giliciinii arastiran ¢ok sayida makale
bulunmaktadir. Yapilmis olan arastirmalarin bir kisminda antioksidan terapilerin
travmatik beyin hasarmin neden oldugu merkezi sinir sistemi komplikasyonlarinin
hafifletici giiciine vurgu yapmis olmasina karsin, giinimiizde TBH nin tedavisini

destekleyici rutin klinik bir uygulama bulunmamaktadir(113).

Anetol; anason yaginda, yildiz anason yaginda, rezene yaginda yliksek
miktarda bulunur. Ugucu yaglarin bitkilerde koruma ve iletisim gibi 6nemli gorevleri
bulunmaktadir. Bitkiyi viriis, bakteri, mantar gibi ajanlardan korur. Otgul hayvanlarin
bitkiyi yemesine engel olmakla birlikte bitkilerin tiremelerine de katki saglamaktadir.
Anason ugucu yaglariin sekretolitik, antispazmodik, sekretomotor ve antimikrobial
ozelliklerinden dolayr tibb1 olarak kullanimi mevcuttur. Geleneksel olarak anason
mide rahatsizliklarinda, burun akintisi, balgam sokiicii, idrar sokiicli ve istah agict
olarak kullanilmaktadir. Kadinlarda menstiiral agrilarin tedavisinde, erkeklerde “erkek
menapozu” semptomlarmi tedavi etmek i¢in kullanildigi bilinmektedir. Diger
kullanim alanlar1 olarak uykusuzluk, kabizlik, nobet, nikotin bagimliligr astim

sayilabilmektedir. Anason sedef gibi ¢esitli cilt hastaliklarinin tedavisinde direkt
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olarak cilde uygulandigi da bilinmektedir. Anetol rezene(17) ve anason(18) gibi
bitkilerde yliksek oranda bulunan bir ugucu yag olup farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegine yonelik bilimsel arastirma sonuglari bulunmaktadir. Yapilmis olan
aragtirmalarda Anetol’iin antioksidan, antikanserojenik , anti-inflamatuar ve
antihipernosiseptif etkisinin olmasi bu bitkisel yagin son donemlerde arastirmalarda

onemli bir yer edinmesini saglamistir(19).

Yiirtikler ve arkadaslar1 da travma sonrasi melatonin tedavisinin ndroprotektif
etkileri ve apoptotis lizerine olan etkilerini gozlemlemek amaciyla gerceklestirmistir.
Yiiriikler ve arkadaslarinin ortaya cikardigi bulgular ile bizim deneysel calismamiz
arasinda sonuglari bakimindan benzerlikler gosterdigini sdylemek miimkiindiir.
Yaptiklar1 ¢alismada kaspaz-3 ve kaspaz-9 immunoekspresyonunun melatonin
tedavisi uygulanan hayvanlarda anlamli derede azaldigini gostermelerine karsin bizim
yaptigimiz ¢alismada ise kaspaz-3 immunekspresyonunun anetol tedavisi verilen
hayvanlarda 6nemli dl¢lide azaldig: tespit edilmistir. Bizim aragtirmamizda ek olarak
pro-apoptotik Bax diizeyi de incelenmistir. Ozellikle travma grubunda kontrol grubuna
kiyasla artig egiliminde olan Bax immunekspresyon diizeyindeki anlamli artigin
travmatik beyin hasarina karst organin gostermis oldugu refleks koruma
mekanizmasinda kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Buna ek olarak anetol tedavisi
verilen gruplarla karsilastirdigimizda ortaya ¢ikan Bax ekspresyon diizeyindeki ciddi
anlamda azalma bu hipotezimizi destekledigi ve antioksidan potansiyeli bilinen

anetoliin travmatik beyin hasarina kars1 organ1 koruyabilecegini desteklemektedir.

Yapilan bazi1 caligmalarda Marwa Matboli ve arkadaslar1 Anetol’iin giiclii
antioksidan potansiyeline yonelik bulgular ile kalp iskemi reperfliizyon hasarinda
koruyucu olabilecegine yénelik veriler sunmustur(114). iskemi reperfiizyonuna maruz
birakilan hayvanlarda miyokardin incelenmesi, derin asidofilik sitoplazma ve koyu
lekeli ¢ekirdekler ile genis Olciide ayrilmis diizensiz kalp kasi liflerini ortaya ¢ikardi.
Miyokardiyum, interstisyumda cok sayida lenfosit ile dilate, tikanmis kan kilcal
damarlar1 ve mononiikleer enflamatuar hiicreler gosterdi. Anetol 200mg/kg ile tedavi
edilen gruptaki si¢anlar, belirgin ¢izgileri ve interkalasyonlu diskleri olan merkezi oval
vezikiiler g¢ekirdekler iceren asidofilik kardiyak miyositleri gosterdi. Yine aym

caligmada iskemiye maruz kalan hayvanlarin kardiyak TNF-alfa seviyesi onemli artig
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gostermesine karsin 100mg/kg ve 200mg/kg doz verilen gruplarda TNF-alfa
seviyesinin kardiyak i¢erigini onemli 6l¢iide azalttig1 tespit etmistir. Bizim yaptigimiz
calismada da travma grubunda TNF-alfa seviyesinde ciddi bir artis meydana geldigi
fakat ozellikle 80mg/kg ve 160mg/kg dozunda anetol verilen gruplarda TNF-alfa
seviyesinde 6nemli bir diisiis meydana geldigini ortaya koyduk(114).

Bagka bir ¢alismada Caiyun Yu ve arkadaglart Anetol’lin pili¢clerde nekro-
hemorajik enterit kaynakli barsak bariyer islev bozuklugunu ve barsak
enflamasyonunu azalttigini tespit etmistir(115). Yine bu ¢alismada Nekro-hemorajik
enterit olusturulan grupta ileal Bax ve jejunal kaspaz-3'iin apoptotik indeksi ve mRNA
ekspresyonlarini arttirirken jejunal Bcel-2'nink mRNA  seviyelerini  diistirdiigiinii
fakat 600mg/kg anetol uygulamasiyla bu etkilerin ortadan kaldirildigini ortaya
koydular. Bunun yamn sira tedavi gruplar1 arasinda ileal apoptotik indeks, Bcl-2 ve
kaspaz-3'in mRNA seviyeleri ve jejunal Bax agisindan anlamli bir fark olugsmadigini
belirtmislerdir. Yine bu ¢alismada nekro-hemorajik enterit olusturulan grupta TNF-
alfa ve IFN-gama'nin serum konsantrasyonlarinin 6l¢iide arttigini 6zellikle 600 mg/kg
anetol uygulamasinin bu sitokinlerin iiretimi 6nemli dl¢lide azaldigini ortaya koydu.
Ayrica Nekro-hemorajik enterit olusturulan anetol uygulama grubuna kiyasla ileal IL-
4 ve jejunal IL-10'un daha diisiik mRNA ifadeleri gosterdigini ortaya koydular. Tiim
bu bulgular 1s18inda 600 mg/kg anetol uygulamasi, pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
sitokinlerin {iretimini modiile ederek nekro-hemorajik enteriti tedavi edebilecegini
one stirmiislerdir(115). Bizim yaptigimiz ¢calismada da travma grubuna kiyasla TNF-
alfa, Bax ve kaspaz-3 miktarinda dnemli 6l¢iide azalma oldugu benzer sekilde ortaya
koyulmustur fakat bizim ¢alismamizda mRNA ekspresyonlar1 ve IFN-gama diizeyleri

bakilmamustir.

Bir baska calismada ise Sadik Moradi Vastegani ve arkadaslar1 Parkinson
hastaliginda anetoliin rotenon kaynakli motor olmayan bozukluklara ve oksidatif strese
kars1 noroprotektif etkisinin olduguna dair raporlar sunmustur(116). Rotenon’un
noroinflamasyona neden oldugu hipokampal dejenerasyon ve hafizada belli
bozukluklara neden oldugu bildirilmistir. Rotenon’a bagli hasar oksidatif stres ve
inflamatuar cevap sonrast olusturdugu distintildigiinden antioksidan ve

antiinflamatuar ajanlarin kullanimi1 6ngoriilmektedir. Parkinson hastalarinda rotenon
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kaynaklt MDA seviyelerinin arttigini ve hipokampal néron kayiplarina neden oldugu
bilinmektedir. Yapilan calismada yiiksek doz anetol(250mg/kg) tedavisi sonrasi
bilissel islevleri iyilestirdigi ve hipokampal MDA seviyelerini dnemli dl¢giide azalttig
gosterilmistir. Bunlara ek olarak yiiksek doz tedavisi sonrasit hipokampal bolgede
bulunan noronlarin sagkalim sayilarini arttirdign gozlemlendi. Bu bulgular esliginde
anetoliin rotenonun sebep oldugu motor olmayan hasarlara kars1t hem néroprotektif

etkiye hem de antioksidan etkiye sahip oldugu gosterildi(116).

Anetolun etkilerini gosteren baska bir ¢alismada ise Nancy S.Younis ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan anetoliin 6n tedavi ile serebral iskemi/reperfiizyon
diizenledigine dair olan ¢aligmadir(117). Bu ¢aligmada orta serebral arter okliizyonu
oncesi 125mg/kg ve 250mg/kg dozlarda anetol verilmesi sonrasi etkilerine bakilmustir.
Okliizyon grubundaki sigan korteksindeki ve hipokampal bolgedeki bazi néronlar
heterojen bir sekilde dagildigini, hiicre gévdesi biiziilmiis ve asir1 derecede diizensiz
oldugu, sitoplazma kirmizi lekeliydi, ¢cekirdek piknotikti ve yapilarinin belirsiz oldugu
goriildii. Bununla birlikte, hipokampus, norofaji ile piramidal hiicrelerin belirgin
noronal dejenerasyonunu sundu.ancak islem Oncesi anetol tedavisi verilen gruplar,
okliizyon grubuna kiyasla sigan korteksi ve hipokampus néronlarinin sayisinda ve
derecesinde belirgin gozle goriiliir bir azalma oldugunu ve buna ek olarak
dejenerasyon, nekroz ve kayipta belirgin bir diizelme oldugunu gosterdiler. Buna ek
olarak okliizyon grubunda MDA, SOD, katalaz igeriginde onemli ol¢iide artis
meydana gelmisken islem Oncesi anetol verilen gruplarda MDA igeriginin yan1 sira
SOD ve katalaz miktarlarinda da 6nemli 6l¢lide azalma meydana getirdi. Bakilan diger
parametrelerde okliizyon grubunda inflamatuar sitokinlerin(IL-1beta, IL-6 ve TNF-
alfa) onemli Olgiide arttigi ve Oncesinde anetol tedavisi verilen gruplarda bu
inflamatuar sikotinlerin artiglarinin tersine dondiigii belirtilmistir. Apoptotik
belirteclere gelince, okliizyon uygulanan grupta Bax'in gen ifadesindeki bir artisla
baglantili olarak Bcl-2'nin gen ifadesinde bir azalma meydana gelmisken anetol
uygulanan gruplarda bu degisiklikleri azalttigin1 ortaya koymustur(117). Bizim
calismamizda SOD ve katalaz diizeyleri bakilamamistir fakat sitokin diizeyindeki

azalma Bax diizeylerindeki azalmalar deneylerimizle uyumluluk gostermektedir.
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Literatiirde anetoliin antioksidan ve antiiflamatuar etkisini arastiran hem deney
hayvani ¢alismas1 hem de klinik ¢alismalar yoniinden oldukga kisithdir. Yaptigimiz
taramalarda anetoliin Ozellikle ndroprotektif etkinligini arastiran kisitli sayida
deneysel g¢alisma mevcuttur. Bu nedenle yaptigimiz ¢alismanin 6nemi daha da
artmakta ve daha detayli yeni calismalara da ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle
yaptigimiz bu deneysel calismada anetoliin bu néroprotektif 6zelligine vurgu yapip
dikkatleri bu yone ¢ekmeye calistik ¢iinkii anetoliin antioksidan ve antiinflamatuar
ozelliklerinden dolay1 noéroprotektif etkilerinin giiglii oldugunu diigiiniiyor ve bu yonde

daha fazla calismalar yapilmasina ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.
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6.SONUC

Travmatik beyin hasar1 (TBH), her yasta goriilebilen morbidite ve mortalitenin
onemli nedenlerinden biri olmasi1 ve mevcut haliyle TBH'nin tedavisine yonelik
cerrahi miidahale dis1 terapotik bir yontem gelistirilememis olmasi preklinik
caligmalarin 6nemini arttirmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismada anetol travma sonrasi
uygulanmasinda glial hiicre miktarini arttirdigini bununla birlikte beyin dokusunun
piramidal ndronlarinda piramit {iggen gorintiisiiniin olduk¢a giiclii sekilde
korundugunu ve travmaya eslik eden oksidatif stres, inflamasyon ve apopitotik
indiiksiyon gibi etmenlerden diisiik diizeyde etkilendigini ortaya koymustur. Bunlara
ek olarak Bax immunopozitivitesinde anlamli bir azalma, Caspase-3
immunointensitesinde anlamli bir azalma ve TNF-alfa diizeylerinde ciddi diizeylerde
azalmalar oldugunu tespit edilmistir. Yapilan MDA analizlerinde travma sonrasi artan
MDA diizeylerinde 6zellikle yiiksek doz anetol verilen gruplarda onemli diizeyde
azalma saglamistir. Bu sonuglar baz alindiginda anetoliin Ucuz bir bitkisel bilesen
olmas1 ve kolay elde edilebilirligi sayesinde TBH’da noroprotektif olarak destek
amaciyla kullanilabilecek bir ajan oldugunu diisiinmekteyiz ancak travmanin siddeti
ve bireylerin travma siddeti sonrasi etkilenim durumlarinin da bu olusturulacak olasi
tedavi protokollerinde 6nemli bir rol oynayacagina inanmaktayiz. Yaptigimiz literatiir
taramalarinda Anetol’iin TBH modeli olusturulan hayvanlarda doz bagimli koruyucu
giiclinlin aragtirilmasina yonelik halen bile herhangi bir ¢alisma bulunmamakta olup
tizerinde c¢alisma yapilmasina ciddi sekilde ihtiya¢ duyulmakta oldugunu
diistinmekteyiz. Tim bu sebepler gbz Oniine alindiginda anetolin TBH’da
noroprotektif bir ajan olarak kullanilip kullanilamayacagina yonelik ¢ok daha detayl

ve yeni arastirmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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